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Lyhenteet ja selitteet 
 
ABC – transportteriperheen nimi, ATP binding cassette 
a:e:v – asetoini:etyyliasetaatti:vesi (10:10:1, v:v:v) –ajoliuos 
A3/85 – ligniiniä tuottava kuusisolukkolinja 
b:e – bentseeni:etikkahappo (9:1, v:v:v) –ajoliuos 
BY-2 – tupakan liuosviljelmäsolukko, bright yellow 2 
CA – koniferyylialkoholi, coniferyl alcohol 
CAD – kinnamyylialkoholidehydrogenaasi 
CCOMT – kafeyylikoentsyymi-A-O-metyylitransferaasi 
CCR – kinnamyylikoentsyymi-A-reduktaasi 
COMT – kahvihappo/5-hydroksykoniferaldehydi-O-metyylitransferaasi 
C3H – p-kumaraatti-3-hydroksylaasi 
C4H – kanelihappo-4-hydroksylaasi 
EST – osa mRNA:na ilmenevän geenin sekvenssistä, expressed sequence tag 
F5H – ferulaatti-5-hydroksylaasi 
HCT – hydroksikinnamyylitransferaasi 
H2O2 – vetyperoksidi 
MATE – transportteriperheen nimi, multidrug and toxin extrusion 
m/z – massa-varaus -suhde, mass-to-charge ratio 
NBD – ABC-transportteriproteiinin ATP:ä sitova alue, cassette, nucleotide-binding domain 
nimennys – sekvenssien vertailun perusteella tehty geenin tunnistus, annotaatio, annotation 
PAL – fenyylialaniiniammoniumlyaasi 
PCD – ohjelmoitu solukuolema, programmed cell death 
Rf-arvo – yhdisteen kulkema matka ajosysteemissä jaettuna liuottimen kulkemalla matkalla 
TC – oletettu sekvenssi, tentative consensus 
TLC – ohutlevykromatografia, thin layer chromatography 
TMD – ABC-transportteriproteiinin kalvon läpäisevä alue, transmembrane domain 
solukko-ominainen kirjasto – kahta tai useampaa kirjastoa vertaamalla luotu kirjasto tietylle 
solukolle. Tämän kirjaston EST:t eivät ilmene verrokkikirjastoissa lainkaan, EST antisense library 
167/9 – kuusisolukkolinja 
167/10 – kuusisolukkolinja 
4CL – 4-kumarihappo:CoA-ligaasi 
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1. JOHDANTO 
 
 
1.1 Miksi lignifikaation tutkiminen on tärkeää? 
 
Puu on kautta aikojen ollut ihmiselle tärkeä luonnonvara niin energian tuotossa kuin 
rakennusmateriaalinakin. Lisäksi teollistumisen myötä puun käyttö on kehittynyt yhä ja 
esimerkiksi Suomessa metsiä on hyödynnetty paperin valmistuksessa jo 1600-luvun lopulta 
lähtien ja koneellisestikin vuodesta 1842. Uutena puun käyttötapana taas ovat kehittymässä 
puun biojalostus (biorefinery), jonka tuotteena voidaan eri menetelmillä saada esimerkiksi 
kelmuja, pinnoitteita ja muita hyödyllisiä aineita. 
 
Puutavaralle ovat ominaisia sen makromolekyylit selluloosa ja ligniini. Ligniini on selluloosan 
jälkeen maailman toiseksi yleisin biopolymeeri. Ligniini muodostuu joidenkin kasvisolutyyppien 
– kuten tuki- ja vedenkuljetussolukoiden solujen – soluseinään. Ligniini toimii soluseinässä kuin 
liima kovettuen selluloosasäikeiden väliin. Lignifikoitunut soluseinä antaa solulle tukea ja 
tällaisia soluja onkin lujuutta vaativissa kasvinosissa, kuten puiden rungoissa, jotka kohottavat 
lehtiä valoon huolehtien samalla veden ja ravinteiden kulusta, sekä osaltaan puolustuksesta 
muita organismeja vastaan. Lignifikoitumisen kehittyminen mahdollisti aikoinaan osaltaan 
kasvien kasvamisen maalla ja samalla maalle siirtyi myös niitä hyödyntäviä muita 
elämänmuotoja, jotka yhdessä tähän päivään ovat luoneet tuntemamme monimuotoisen 
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maailman. Tutkittaessa ligniiniä ja lignifikaatiota, tutkitaan siis koko maaekosysteemille hyvin 
tärkeää molekyyliä, jonka evolutiiviset vaikutukset jo itsessään oikeuttavat tutkimuksen. 
 
Puhtaasti evoluutiobiologisen ja ekologisen mielenkiinnon lisäksi puun ja ligniinin tutkimukselle 
on muitakin perusteita. Moninaisten hyödyntämismahdollisuuksiensa vuoksi metsiä hakataan 
ympäri maailmaa, mikä vaikuttaa suuresti niiden ekologiaan ja monimuotoisuuteen. Lisäksi 
puun muokkaus esimerkiksi paperiteollisuudessa tuo mukanaan omat ympäristövaikutuksensa, 
sillä ligniini joudutaan poistamaan puusta tehdystä massasta kemiallisesti. Massan teossa 
syntyvää jätevettä ei koskaan saada täydellisesti puhdistettua. Puutumisen ymmärtäminen voisi 
auttaa kehittämään esimerkiksi paperiteollisuutta ympäristöystävällisempään suuntaan. 
Uudempi ihmisen keksimä puun hyödyntämistapa on biopolttoaineen tuotto. Myös tässä 
prosessissa ligniini on haitallinen yhdiste ja kasvien geneettinen muokkaus voisi johtaa ligniiniä 
vähemmän tuottavien transformanttien syntyyn, jolloin biopolttoaineen tuotto olisi 
tehokkaampaa ja siten ympäristöystävällisempää (Hisano ym. 2009).  
 
Puuta ja puutumista, eli lignifikaatiota, on tutkittu jo kauan ja suurimmat linjat ovatkin jo hyvin 
tiedossa. Yksityiskohdat eivät kuitenkaan ole täysin selviä ja juuri näiden yksityiskohtien 
selvittäminen on hyvin tärkeää, mikäli mielitään ymmärtää ja ennustaa, miten puutumista 
säädellään tai miten sitä voitaisiin ohjailla. Tämä pro gradu -työ käsittelee kahta selvittämätöntä 
yksityiskohtaa koko lignifikaatiotapahtumasta: monolignolien kuljetusta ja myrkyllisyyttä. 
Seuraavat johdannon kappaleet käsittelevät jo tunnettuja lignifikaation tapahtumia sekä 
selvittämättömiä, työni aihealueeseen liittyviä hypoteeseja. 
 
1.2 Puu eli ksyleemi 
 
Puuksi sanotaan yleisesti kasvin primaarista ja sekundääristä ksyleemiä. Primaarinen ksyleemi 
on syntynyt primaaristen meristeemien solujen jakautumisen tuloksena ja sitä löytyy usein 
kasvityypillisesti asettuneista johtojännekimpuista. Monivuotisten kasvien – kuten kaksi- ja 
monnisirkkaisten puiden - varresta ja juuresta löytyy lisäksi koko varren pituinen, sitä 
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lieriömäisesti kiertävä sekundaarien meristeemi eli jälsikerros. Jälsi kasvattaa vuosi toisensa 
jälkeen varteen uusia soluja ja saa aikaan varren ja juuren paksuuskasvun. Jakautumisen 
tuloksena ulospäin syntyy nilasoluja, jotka huolehtivat muun muassa sokereiden kuljetuksessa 
lehdistä juureen. Jälsisolun jakautuessa sisäpuolelle jäävät solut taas erilaistuvat ksyleemiksi – 
puuksi. Lähes kaikki puun solut kuolevat kehittyessään ja muodostavat putkia, joissa vesi ja 
ravinteet pääsevät kulkemaan juurista lehtiin. Eri kasvilajeilla puun solut ovat erilaisia. 
Kaksisirkkaisten puussa esiintyy halkaisijaltaan suuria putkilosoluja, jotka yhteen liittyessään 
muodostavat tehokkaasti kuljettavan putken (trakea) ja ohuempia, myös kuljetukseen 
osallistuvia putkisoluja (trakeidi). Lisäksi paksuseinäiset puusyyt sekä elävä tylppysolukko ovat 
osa kaksisirkkaisen puuta. Havupuilta - kuten kuuselta - löytyy taas ainoastaan yhtä kuljettavaa 
solutyyppiä: putkisoluja. Putkisolut toimivat kuljetuksen lisäksi myös tukisolukkona. Etenkin 
jällen myöhään kesällä tuottaman kesäpuun putkisolut ovat lyhyitä, paksuseinäisiä ja tukevia. 
Niitä sanotaankin kuitutrakeideiksi. Sekä havu- että lehtipuilla puun pystysuuntaisen kuljetus- ja 
tukisolukon seassa on ydinsäteen soluja, jotka muodostavat solujonoja nimensä mukaisesti 
säteen suuntaisesti puun ytimestä jälteen ja aina nilaan saakka. Ydinsädesolukot muodostuvat 
tylppysoluista, mutta myös joskus tuki- ja johtosolukosta. Ne huolehtivat aineiden kuljetuksesta 
poikittaissuunnassa, varastoinnista ja erityksestä (Fagerstedt ym. 2005). Kaikista 
kasvisolukkotyypeistä juuri puun soluille on tyypillistä lignifikaatio. Puun kuljetus- ja tukisolujen 
seinät ovat lignifikoituneita, kun taas tylppysolukko ei lignifikoidu. Lignifikoituneita kuljetus- ja 
tukisolukkoja löytyy varresta, juuresta, lehdistä ja kasvityypillisesti muistakin kuljetusta ja tukea 
vaativista kasvinosista. 
 
1.3 Ligniini on puutuvien kasvisolujen soluseinän makromolekyyli 
 
Ligniini on puutuneiden eli lignifikoituneiden solujen soluseinässä esiintyvä makromolekyyli. Sen 
ajatellaan muodostavan suuren, tiiviin massan lignifikoituneen kasvisolun soluseinässä, 
selluloosasäikeiden välissä ja siten estävän veden ja muiden molekyylien kulkeutumisen ulos 
lignifikoituneesta solusta. Ligniini tekee soluseinästä myös hyvin vahvan ja joustamattoman. 
Siten esimerkiksi pitkulaiset, lignifikoituneet putkisolut ovat tehokkaita veden kuljetuksessa. Ne 
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muodostavat kapillaareja, joissa vesi kulkee suuressakin alipaineessa vahvojen soluseinien 
sisällä siirtyen solusta toiseen soluseinien huokosten kautta. Vahvat seinät ovat siis tarpeen 
kuljetettaessa vettä korkealle ja läpäisemätön materiaali hyödyllinen ohjailtaessa kuljetusta 
oikeaan suuntaan.  
 
1.4 Lignifikaatio ja ohjelmoitu solukuolema 
 
Solut, joissa lignifikaatio alkaa, ovat jo laajentuneet täyteen mittaansa. Lignifikoituvan solun 
soluseinä jaetaan usein erillisiin osiin: uloimpana on kahden vierekkäisen solun yhteinen 
keskilevy, tämän sisäpuolella primaarinen soluseinä ja tästä edelleen sisälle päin sekundaarisen 
soluseinän kerrokset S1, S2 ja S3. Kerrokset S1-3 poikkeavat toisistaan muun muassa 
selluloosasäikeiden suunnan perusteella, ja kukin kerros syntetoidaan seinään vuorollaan siten, 
että S3-kerroksen synteesi tapahtuu viimeisenä. Lignifikaatio taas seurailee seinän 
polysakkaridien synteesiä siten, että solunurkat, keskilevy ja primaarinen soluseinä 
lignifikoituvat ensin, kun sekundaarisen soluseinän polysakkarideja vasta syntetoidaan. 
Sekundaaristen soluseinäkerrosten S1-3 polysakkaridien syntyessä ne vähitellen lignifikoituvat 
kukin vuorollaan (Boerjan ym. 2003).  
 
Normaalitapauksessa lignifikaatioon liittyy olennaisesti myös ohjelmoitu solukuolema (PCD, 
programmed cell death). Poikkeuksen tästä tekevät joidenkin kasvilajien puun säteen 
tylppysolukko, joka lignifikoituu kevyesti, mutta säilyttää silti elinkykynsä (Kaneda 2008, Fergus 
& Goring 1970 artikkelissa Boerjan ym. 2003). Kaikki putkilonsolut, putkisolut, puusyyt ja 
kivisolut kuitenkin kuolevat. Ohjelmoitu solukuolema ei ole tyypillistä ainoastaan kasvien 
puusolukossa, vaan se on aivan yleinen useimpien monisoluisten ja jopa joidenkin yksisoluisten 
eliöiden solusignaloinnin tuloksena tapahtuva ilmiö (Ameisen 2002). Kasveilla tätä tapahtuu 
kuljetussolukon lisäksi esimerkiksi lehtensä varistavilla puilla lehtiruotien tyvessä, itävien 
siementen solukoissa ja lisääntymiseen liittyvissä rakenteissa (Kuriyama & Fukuda 2002).  
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Kasvien putkisolujen PCD:ä on tutkittu paljon. Seuraava putkisolujen PCD:n kuvailu perustuu 
Fukudan (2000) artikkeliin. PCD alkaa putkisoluilla niin, että solun vakuoli rikkoutuu vapauttaen 
solulimaan sen soluelimiä, rakenteita, proteiineja ja DNA:ta hajottavia entsyymejä. 
Solulimakalvosto ja golgin laite rakkuloineen pullistuvat ja hajoavat. Tämän jälkeen hajotetaan 
mitokondriot ja plastidit. Lopulta solu kuolee ja esimerkiksi putkisolujen tapauksessa solujen 
sisältö poistuu soluseinän huokosten kautta kuljetusvirtauksen alkaessa toimia. PCD:n 
kontrollointi on sidoksissa lignifikaation kontrollointiin (Fukuda 2000). PCD ajoittuu esimerkiksi 
oppineittenkukan (Zinnia elegans) liuosviljelmään kehittyvissä putkisoluissa niin, että kuusi 
tuntia soluseinäpaksunnosten kehittymisestä vakuoli rikkoutuu ja varsinainen PCD alkaa 
(Groover ym. 1997). Käsittelen PCD:n ja lignifikaation säätelyä myöhemmin erillisessä 
kappaleessaan.  
 
1.5 Ligniinin koostumus 
 
Ligniini muodostuu pääasiassa useista toisiinsa sitoutuneista hydroksisinnamyylialkoholeista eli 
monolignoleista (Kuva 1). Monolignolit ovat fenoliyhdisteitä joita on kolme erilaista: 
koniferyylialkoholi, p-kumaryylialkoholi ja sinapyylialkoholi (Kuvassa 2 fenyylipropanoidireitin 
tuotteina). Ligniinistä löydetään monin eri tavoin toisiinsa sitoutuneita monolignoleita. Eri 
sidosyyppejä ovat β-O-4, β-5, β-β, 5-5, 5-O-4 ja β-1 –sidokset, joista ensimmäinen on kaikkein 
yleisin ja helpommin katkaistava (Boerjan ym. 2003). Monolignoleiden lisäksi ligniinistä voidaan 
löytää myös pieniä määriä muita ryhmiä, joista esimerkkinä mainittakoon asetyloidut 
monolignolit, ferulaatit ja dihydrokoniferyylialkoholi (DHCA). Sen lisäksi, että monolignolit sekä 
muut ligniinin ryhmät muodostavat sidoksia toistensa kanssa, ne voivat tehdä niitä myös 
soluseinän hemiselluloosan kanssa (Boerjan ym. 2003). 
 
Ligniinin määrä ja koostumus soluseinässä muuntelee paljon eri kasvilajien, solukkotyyppien ja 
jopa soluseinän eri osien välillä. Kaksisirkkaisten kasvien ligniinissä on pääasiassa koniferyyli- ja 
sinapyylialkoholia sekä hieman p-kumaryylialkoholia, kun taas havupuilta sinapyylialkoholi 
puuttuu ja kaikki ligniini koostuu koniferyylialkoholista ja pienestä määrästä p-
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kumaryylialkoholia (Boerjan ym. 2003). Heinäkasvien 
ligniinissä taas on koniferyyli- ja sinapyylialkoholia sekä 
muihin kasviryhmiin verrattuna suhteellisen suuri osuus p-
kumaryylialkoholia. Vertailtaessa ligniinikoostumuksia 
solukkotasolla huomataan esimerkiksi putkilosolujen 
soluseinissä olevan pääasiassa koniferyylialkoholista 
muodostunutta ligniiniä, kun taas puusyiden seinien 
ligniinissä on suuri määrä sinapyylialkoholiryhmiä (Boerjan ym. 
2003). Yhden solun soluseinässä ligniinikoostumus taas 
vaihtelee solukalvolta aivan seinän laitamille. Keskilevy sisältää suhteellisesti enemmän p-
kumaryylialkoholia kuin muut kerrokset (Donaldson 2000). Kasvisolut voivat myös tuottaa 
normaalia tai normaalista poikkeavaa ligniiniä vasteena erilaisiin stressitiloihin, kuten 
esimerkiksi kylmään, kuivuuteen, valoon, UV-B – säteilyyn, mekaaniseen vaurioitumiseen, 
taivutukseen, maan ravinnetilanteeseen ja raskasmetalleihin (Moura ym. 2010). 
 
1.6 Monolignolit ja niiden synteesi 
1.6.1 Monolignolit – ligniinipalapelin pikku palaset 
Monolignolit ovat ligniinin monomeereja. Ne sisältävät fenolirenkaan, tämän 4-hiileen 
kiinnittyneen hydroksyyliryhmän, 1-hiileen kiinnittyneen kolmen hiilen ketjun, sekä ketjun 
viimeiseen eli γ–hiileen kiinnittyneen alkoholiryhmän (Kuva 1). Kasveilta tavattavat koniferyyli-, 
p-kumaryyli- ja sinapyylialkoholi poikkeavat toisistaan fenolirenkaan metyyliryhmien määrän 
perusteella. 
 
1.6.2 Monolignolien synteesi lähtee fenyylialaniinista 
Monolignolien synteesissä lähtöaineena käytetään aminohappo fenyylialaniinia. 
Synteesipaikkana toimivat sekä ksyleemisolut että mahdollisesti ydinsäteen tylppysolut 
(Hosokawa ym. 2001, myös Kaneda ym. 2008). Synteesi tapahtuu lähes kokonaan solulimassa, 
Kuva 1. p-kumaryylialkoholi 
esimerkkinä monolignolien 
hiilien nimeämisestä 
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mutta joitakin reitin entsyymejä on löydetty myös solulimakalvostosta (Ro ym. 2001), golgin 
laitteesta ja soluseinästäkin (Nakashima ym. 1997). Entsyymien toimintapaikoista ja 
välituotteiden paikallistumisesta synteesin aikana ei olla tarkkaan selvillä, mutta niin sanottua 
kanavointi eli channelling -mallia (Winkel-Shirley 1999) pidetään todennäköisimpänä. Tässä 
mallissa reitin entsyymit ovat sijoittuneet solulimaan solukalvon sisäpuolelle ryhmiin, joissa 
välituotteet pääsevät tehokkaasti siirtymään eteenpäin synteesiketjussa. 
 
Monolignolien synteesiketjua (Kuva 2.) kutsutaan fenyylipropanoidireitiksi ja reitin alkuosa on 
yhteinen flavonoidien, stilbeenien ja kumariinien synteesien kanssa. Kuvailen synteesin, jossa 
reitit eri monolignoleihin haarautuvat p-kumaryyli-CoA:sta. Tällainen reitti (esimerkiksi 
Koutaniemi 2007) on sopusoinnussa uusimpien tutkimustulosten kanssa.  
 
Yhteistä monolignoleiden, flavonoidien, stilbeenien ja kumariinien synteesille on 
fenyylipropanoidiketjun ensimmäinen reaktio, jossa fenyylialaniinista tehdään kanelihappoa 
fenyylialaniiniammoniumlyaasin (PAL) avulla. Entsyymiä on löydetty poppelilta ksyleemisolujen - 
ja etenkin sen tylppysolujen - solulimasta (Takabe ym. 2001) ja oppineittenkukasta näiden lisäksi 
soluseinästä (Nakashima ym. 1997). Kanelihaposta voidaan syntetoida erillisen reitin kautta 
stilbeenejä, mutta fenyylipropanoidireitillä siitä tehdään solulimakalvostossa (Ro ym. 2001) 
kanelihappo-4-hydroksylaasin (C4H) avulla p-kumarihappoa. Tämän entsyymin on 
immunolokalisaatiokokeissa havaittu paikallistuvan oppinettenkukan liuosviljelmäsoluissa 
solukalvon sisäpuolen lisäksi seinäpaksunnoksiin (Nakashima ym. 1997). Tällainen 
paikallistuminen ei kuitenkaan sovi yleiseen kanavointimalliin, joten entsyymin soluseinään 
paikallistumisen syy on epäselvä. p-Kumarihaposta voidaan syntetoida edelleen kumariineja tai 
edetä fenyylipropanoidireitin mukaisesti liittäen p-kumarihappoon koentsyymi A (CoA) 4-
kumarihappo:CoA-ligaasin (4CL) avulla tuottaen näin p-kumaryyli CoA:a. Tästä eteenpäin reitti 
haarautuu p-kumaryylialkoholiin johtavaksi haaraksi ja koniferyyli- sekä sinapyylialkoholiin 
johtavaksi haaraksi.  
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Kuva 2. Fenyylipropanoidireitti (Koutaniemi 2007). PAL=fenyylialaniiniammoniumlyaasi, C4H=kane- 
lihappo-4-hydroksylaasi, 4CL=4-kumarihappo:CoA-ligaasi, HCT=hydroksikinnamoyltransferaasi, C3H=p-
kumaraatti-3-hydroksylaasi, CCOMT=kafeyylikoentsyymi-A O-metyylitransferaasi, F5H=ferulaatti-5-
hydroksylaasi, COMT=kahvihappo/5-hydroksykoniferaldehydi O-metyylitransferaasi, CCR= 
kinnamyylikoentsyymi A reduktaasi, CAD=kinnamyylialkoholidehydrogenaasi. 
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p-Kumaryylialkoholiin johtava reitti on tästä eteenpäin yksinkertainen. p-Kumaryylikoentsyymi-
A pelkistetään aldehydikseen kinnamyylikoentsyymi A-reduktaasin (CCR) avulla. Tämä 
aldehydiryhmä muutetaan vielä alkoholiksi kinnamyylialkoholidehydrogenaasin (CAD) avulla, 
jolloin p-kumaryylialkoholi onkin jo valmis. Immunolokalisaatiokokeiden perusteella CAD 
sijoittuu solulimaan (Takabe ym. 2001), mikä sopii hyvin yhteen kanavointimallin kanssa. 
  
Muiden monolignolien synteesi jatkuu p-kumaryylikoentsyymi-A:sta siten, että 
hydroksikinnamoyltransferaasi (HCT) muodostaa tästä edelleen p-kumaryylisikimaattia tai –
kinaattia. p-kumaraatti-3-hydroksylaasi (C3H) voi tehdä näistä molemmista kafeyylisikimaattia. 
Nyt HCT toimii uudelleen tehden kafeyylikoentsyymi-A:a. Koniferyylialkoholin ja 
sinapyylialkoholin fenolirenkaisiin liitetään metyyliryhmiä ja ensimmäinen metyloiminen 
tapahtuu lisäämällä ryhmä kafeyylikoentsyymi-A:n 3 hiilessä kiinniolevaan hydroksyyliryhmään 
kafeyylikoentsyymi-A-O-metyyliltransferaasin (CCOMT) avulla tehden näin feruyylikoentsyymi-
A:a. p-kumaryylialkoholinkin synteesissä toimiva CCR pelkistää feruyylikoentsyymi-A:n 
koniferyylialdehydiksi, josta tehdään valmis koniferyylialkoholi CAD:n avulla. Koniferyylialdehydi 
voidaan myös muuttaa 5-hydroksikoniferyylialdehydiksi ferulaatti-5-hydroksylaasin (F5H) avulla 
ja edelleen sinapyylialdehydiksi kahvihappo/5-hydroksykoniferaldehydi-O-metyylitransferaasin 
(COMT) avulla. Sinapyylialdehydistä CAD tekee edelleen sinapyylialkoholia. 
 
Monolignolien synteesiketjussa voidaan havaita eroavuuksia eri kasvilajien välillä. Reitin 
yksityiskohdista ja mahdollisista ”kiertoteistä” ei juuri tutkimuslajillamme, kuusella, ole täyttä 
varmuutta. Päälinjojen voidaan kuitenkin ajattelun helpottamiseksi menevän kuvatulla tavalla. 
Sen lisäksi, että itse ligniinin synteesin entsyymireaktioiden vallitsevuudesta on epävarmuutta, 
ei reaktioiden paikallistuminen puun soluihin ja itse solukkoonkaan ole täysin kiveen hakattu. 
PAL:n on siis havaittu paikallistuvan puun ksyleemisolujen lisäksi puun parenkyymisoluihin 
poppelilla (Takabe ym. 2001). Lisäksi Kaneda ym. (2008) kokeissa kontortamännyn puun 
ydinsädesolujen solulimassa voitiin havaita sekä PAL:n että C4H:n inhiboinnin vähentävän 
leiman määrää syötettäessä solukoille 3H-leimattua fenyylialaniinia. Tämä selkeästi viittaa 
siihen, että vähintään fenyylipropanoidireitin alkupää toimii myös ydinsäteen tylppysoluissa. 
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Toisaalta fenyylipropanoidireitti eriytyy monolignoleihin vieväksi haaraksi vasta näiden 
entsyymien jälkeen, joten on myös mahdollista, että yksin ksyleemisolut ovat vastuussa 
monolignolien synteesistä. Ajatusta ydinsädesolujen osallisuudesta ksyleemisolujen 
lignifikaatioon ei voida kuitenkaan täysin hylätä. 
 
Kanavointimallissa valmiit monolignolit syntyisivät protoplastiin aivan solukalvon tuntumaan. 
Myös viimeinen entsyymi sijoittuisi siten solulimaan ja monolignolit kuljetettaisiin valmiina 
suoraan solukalvon läpi soluseinään tai niistä tehtäisiin sokerikonjugaatteja (kuten 
koniferyylialkoholista koniferiinia). Sokerikonjugaatit taas edelleen joko kuljetettaisiin 
soluseinään tai vaihtoehtoisesti varastoitaisiin myöhempää kuljetusta varten. Myös 
konjugaattien vapautuminen PCD:n yhteydessä soluseinään ilman minkäänlaista kuljetusta olisi 
mahdollista (Samuels ym. 2002).  
 
1.6.3 Keskustelua monolignolien myrkyllisyydestä 
Kirjallisuudessa esiintyy hyvin mielenkiintoinen maininta monolignolien myrkyllisyydestä, johon 
ei kuitenkaan liity asiaa selvittävää tutkimusta (esimerkkinä Whetten ja Sederoff 1995). Lisäksi 
usein monolignolien sokerikonjugaattien (kuten koniferyylialkoholin konjugaatin, koniferiinin) 
olemassaoloa perustellaan juuri monolignolien myrkyllisyydellä. Ajatuksena on, että sokeriosa 
liitetään monolignoliin sen valmistuttua, jotta myrkyllisestä vaikutuksesta päästäisiin eroon. 
Muodostunut konjugaatti kuljetettaisiin edelleen soluseinään tai varastoitaisiin. Soluseinässä 
sokeriosa leikattaisiin pois esimerkiksi koniferiini-β-glukosidaasin avulla (Freudenberg 1959). 
Kyseisen entsyymin onkin havaittu paikallistuvan juuri soluseinään (Samuels ym. 2002). Ajatus 
monolignolien myrkyllisyydestä juontaa juurensa varmasti myös osaksi siitä, että kasvit 
käyttävät eri fenyylipropanoidireitin tuotteita puolustuksessa muita organismeja vastaan. 
Esimerkiksi läheisesti monolignoleja muistuttavia eugenoli toimii myrkkynä muun muassa 
hyönteisiä vastaan (Obeng-Ofori & Reichmuth 1997). Tämä yhdistettynä konjugaattien ja 
koniferiini-β-glukosidaasin olemassaoloon kieltämättä luo vakuuttavan perustelun ajatukselle 
monolignolien myrkyllisyydestä. 
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Monolignolien mahdollisesta myrkyllisyydestä kertoisi myös tieto niiden pitoisuudesta 
solulimassa tai muualla solussa. Tällaista tietoa ei kuitenkaan paljoa ole. Kaneda ym. (2008) 
havaitsi tutkimuksessaan, ettei ainakaan kontortamännyn (Pinus contorta) lignifikoituvien 
solujen protoplasteihin monolignoleita kerry. Monolignolien sokerijohdannaisia voi soluissa 
kuitenkin olla paljonkin (Freudenberg & Harkin 1963). Kuten edellä jo mainittiin, lignifikoituva 
solu kuolee ohjelmoidun solukuoleman kautta, jolloin monolignolien myrkyllinen vaikutus tuskin 
olisi kovinkaan haitallinen solulle. Siksi syy monolignolien sokerijohdannaisten ja niitä 
hajottavien entsyymien olemassaoloon voikin löytyä esimerkiksi ligniinin biosynteesin 
seuraavasta vaiheesta – kuljetuksesta.  
 
1.7 Monolignolien kuljetusmekanismi soluseinään vielä tuntematon 
 
Monolignolien synteesi siis tunnetaan kohtalaisen hyvin. Kuitenkaan näiden päätymisestä 
lignifikoituvan solun soluseinään ei ole vielä tietoa. Erilaisia hypoteeseja mekanismista ja 
kuljetettavasta muodosta (monolignoli vai sen sokerikonjugaatti) on kyllä esitetty, mutta 
yhdellekään näistä ei ole vielä tueksi pitäviä todisteita elävillä, lignifikoituvilla soluilla. 
Kuljetustapa on kuitenkin hyvin tärkeä osa itse lignifikaatiota, sillä kuljetuksen paikallisuuden 
perusteella on todennäköisesti mahdollista säädellä, mikä alue lignifikoituu ensin ja kuinka 
voimakkaasti. Tästä olkoon esimerkkinä puiden putkilo- ja puusolujen lignifikoituneet 
seinäpaksunnokset, jotka antavat solulle tukea sen kuljetustehtävässä. Paksunnokset koostuvat 
selluloosasta, hemiselluloosasta sekä ligniinistä. Ne ovat kullekin lajille hyvin tyypillisiä, kauniita 
rakenteita, joiden muodostuminen sattumanvaraisesti olisi täysin mahdotonta. Lisäksi 
monolignoleiden pitoisuus apoplastissa voi vaikuttaa polymerisaatioon ja siten koko 
muodostuvan ligniinin koostumukseen ja rakenteeseen (ligniinin polymerisaatiota käsittelen 
myöhemmin omassa kappaleessaan 1.8). Kuten jo kappaleessa 1.2 mainitsin, varren puusolu ei 
ole ainoa solutyyppi, joka lignifikoituu, joten on mahdollista, että kasveilla on esimerkiksi eri 
solukoissa erilaisia tapoja kuljettaa monolignoleita. Toisaalta tämä voi olla tilanne myös yhden 
ainoan solukon ja yhden ainoan solunkin sisällä. Tähän mennessä tutkimuksissa ei ole 
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kuitenkaan saatu tietoa yhdestäkään monolignolien kuljetusmekanismista, saati useasta, joten 
yhdenkin mekanismin löytäminen auttaisi ymmärtämään lignifikaatiota nykyistä paremmin. 
 
Tekstissäni monolignolien kuljetuksella tarkoitan joko monolignolien, niiden sokerikonjugaattien 
tai muiden mahdollisten muotojen (kuten di- tai trimeerien) kuljetusta apoplastiin. 
Monolignoleja on ehdotettu kuljetettavaksi kolmella eri tavalla; 1) golgin laitteen erittämien 
kalvorakkuloiden kautta, 2) vapaana diffuusiona solukalvon läpi tai 3) spesifisten, kuljetukseen 
erikoistuneiden kalvoproteiinien, eli transportterien, välityksellä. Seuraavissa, näitä hypoteeseja 
käsittelevissä kappaleissa esittelen kunkin hypoteesin hyviä ja huonoja puolia, sekä aiheesta 
tehtyjä tutkimuksia perustellen samalla työni näkökannan transportterivälitteisen kuljetuksen 
puolesta. 
 
1.7.1 Kuljetushypoteesi 1 – golgivälitteinen kuljetus  
Hyvin todennäköisenä hypoteesina monolignolien kuljetuksesta on pidetty golgivälitteistä 
kuljetusta (Samuels ym. 2002). Hypoteesin mukaan kuljetettava aine siirrettäisiin sen 
synteesialueelta solulimasta golgin laitteeseen, josta se kulkeutuisi laitteen kalvojärjestelmän 
kautta kalvorakkuloihin, jotka myöhemmin yhtyvät solukalvoon vapauttaen sisältönsä 
eksosytoosilla apoplastiin. Lignifikoituvien putkisolujen golgin laitteet ovat huomattavan 
kokoisia ja soluseinän hemiselluloosien on havaittu paikallistuvan golgin laitteen rakkuloihin 
(Samuels ym. 2002). Siten ajatus monolignolienkin samanlaisesta kuljetuksesta kehittyi. 
Golgivälitteisessä kuljetuksessa rakkuloiden vapautumiskohtia voitaisiin periaatteessa säädellä 
rakkuloiden pintaproteiinien avulla tai solun tukirankaa myöten haluttuun solukalvon kohtaan 
kuljettaen. Siten voitaisiin myös säädellä, missä lignifikaatio tapahtuu. Lisäksi olisi 
energiatehokasta siirtää soluseinään suuri määrä monolignoleita kerralla. Monolignolien siirto 
golgin laitteeseen ja liikuttelu laitteen sisällä voi kuitenkin olla hyvin kallista, vaikka niitä kerralla 
saataisiinkin vapautettua soluseinään suuri määrä. 
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Hypoteesia golgivälitteisestä kuljetuksesta on jo testattu, mutta tulokset eivät kuitenkaan 
tukeneet sitä. Kaneda ym. (2008) syöttivät kontortamännyn puuta, jälttä ja nilaa sisältäville 
varren palasille 3H-leimattua fenyylialaniinia ja seurasivat syntetoituja, 3H-leimattuja yhdisteitä 
varsisolukossa. Leimaa kyllä havaittiin sekä puuosan soluseinässä että golgin laitteessa, mutta 
proteiinisynteesin estäminen kadotti leiman jälkimmäisestä. Silti leimaa kuitenkin kulki 
soluseinään. Lisäksi systeemiä testattiin toisin päin inhiboimalla monolignolien synteesireittiä. 
Tällöin taas leiman väheneminen soluseinässä oli selkeää. Leimatut monolignolit tai niiden 
konjugaatit siis päätyivät soluseinään, mutta eivät golgin laitteen kautta. Saman tutkimuksen 
toinen, hyvin mielenkiintoinen, anti oli tieto siitä, etteivät fenyylipropanoidireitin tuotteet kerry 
kehittyvän putkisolun protoplastiin, vaan monolignoliperäistä leimaantumista oli havaittavissa 
lähinnä soluseinässä. 
 
1.7.2 Kuljetushypoteesi 2 – diffuusio solukalvon läpi 
Toisena hypoteesina on esitetty monolignolien suoraa diffundoitumista solukalvon läpi (Boija & 
Johansson 2006). Tässä mallissa kulkeutuva muoto olisi nimenomaan monolignoli (tai dilignoli), 
ei sen sokerikonjugaatti. Sokeri ei polaarisuutensa vuoksi kovin helposti liukene solukalvoon, 
mutta monolignoli selkeästi vähemmän polaarisena voisi sen teoriassa tehdä. Itse asiassa sekä 
monolignoleja, että dilignoleja jäljittelevien yhdisteiden on havaittu liukenevan erityisesti tätä 
varten valmistettuihin, keinotekoisiin lipidilevyihin (Boija ym. 2007). Kyseisessä tutkimuksessa 
dilignolit liukenivat monolignoleja paremmin. 
 
Periaatteessa, jos kuljetus tapahtuisi diffuusion avulla, niin mono- tai dilignolien kulkeutumista 
voitaisiin säädellä fenyylipropanoidireitin entsyymikompleksien sijoittelulla sekä mahdollisesti 
solukalvon paikallista lipidikoostumusta muuttelemalla. Boija ym. (2007) nimittäin havaitsivat 
tutkimuksessaan myös, että lipidikoostumus vaikuttaa eri mono- ja dilignolien liukenemiseen. 
Mikäli mono- tai dilignolit diffundoituisivat solukalvon läpi, olisi kuljetus hyvin energiatehokasta. 
Jos tämä olisi kuljetustapa, sokerikonjugaatit saattaisivat nimenomaan olla keino pitää 
monolignolien pitoisuus pienenä protoplastin sisällä ja konjugointia vaadittaisiin siirrettäessä 
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monolignoleja solulimasta vakuoliin. Ehkä konjugointi ja mahdollinen kuljetus vakuoliin ovatkin 
soluseinään johtavalta reitiltä karanneiden monolignolien ohjaamista pois solun niiltä alueilta, 
jonne niitä ei haluta. Tällaisten ”harhamonolignolien” mahdollisuus diffusioon perustuvan 
kuljetuksen tapauksessa olisikin suuri, sillä diffuusiota ohjaavat vain sen omat säännöt, joista 
tärkeimpänä pitoisuusero. Koska monolignoleja ei normaalisti löydetä solulimasta kovin paljon, 
tarkoittaa se sitä, että soluseinästä vapaita monolignoleja täytyisi löytyä vielä vähemmän, jotta 
kuljetus voisi tapahtua tehokkaasti nimenomaan ulos solusta. Tämä vaatisi tietenkin myös 
tehokasta monolignolien polymerisaatiota soluseinässä (jäljempänä kappale ligniinin 
polymerisaatiosta). Mikäli pitoisuusero solukalvon sisä- ja ulkopuolella ei olisi suuri, jää jäljelle 
vielä yksi hypoteesi monolignolien kuljetuksesta soluseinään. Tämä olisi kuljetukseen 
erilaistunut transportteri, jollaisen mahdollisuutta käsittelen seuraavassa kappaleessa. 
 
1.7.3 Kuljetushypoteesi 3 –kuljettajaproteiinit 
Ehkä todennäköisimpänä vaihtoehtona monolignolien kuljetukseen mekanismiksi pidetään 
jonkinlaista spesifistä kuljettajaproteiinia eli transportteria (Samuels ym. 2002, Boerjan ym. 
2003, Kaneda ym. 2008).   
 
ABC-transportterit 
ABC-transportterit ovat kuljettajaproteiineja, joita löydetään kaikista elävistä organismeista, 
mutta erityisesti kasveilta. Esimerkiksi lituruoholta löydetään yli 120 erilaista ABC-transportteria 
koodaavaa geeniä (Sánchez-Fernández ym. 2001). Seuraavan kappaleen lähteenä toimii 
Higginsin ja Lintonin (2004) kirjoittama yhteenveto ABC-transporttereista. 
 
ABC-transportterit (ATP-binding cassette transporters) ovat yleensä biologisen kalvon läpäiseviä 
proteiineja, jotka käyttävät ATP:ä kuljettaakseen molekyylejä kalvon puolelta toiselle. Tällä 
proteiinilla on tiettyjä osia, joiden perusteella se tunnistetaan nimenomaan ABC-
transportteriksi. Proteiineilla on ATP:ä sitova alue (cassette), josta voidaan käyttää myös 
nimitystä NBD (nucleotide-binding domain). Tämä alue sisältää erityiset Walkerin A- ja B-
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sekvenssit, ABC-transportterin tunnistussekvenssin (signature) sekä H- ja Q-silmukat. Kalvon 
läpäisevä osuus taas koostuu useista alueista eli TMD:istä (transmembrane domain), jotka 
muodostavat hydrofobisia α-heliksejä. TMD:t toimivat kuljetettavan molekyylin tunnistuksessa 
sekä varsinaisessa kuljetuksessa, kun taas NBD tarvitaan ATP:n hydrolysointiin. Kokonaiseen 
ABC-transportteriin tarvitaan yleensä kaksi NBD- ja kaksi TMD-aluetta.  
 
Higgins ja Linton (2004) ovat koonneet yhteen selvityksen ABC-transportterien varsinaisesta 
kuljetusmekanismista, jota en kuitenkaan käy työssäni tarkemmin läpi. Normaalisti ABC-
transportterit toimivat pitoisuusgradientin myötäisesti, mutta ne voivat myös hyödyntää ATP:n 
sitomisesta ja hydrolyysistä vapautuvaa energiaa kuljettaakseen molekyylejä kalvon puolelta 
toiselle gradienttia vastaan. Nämä transportterit kuljettavat joko vain yhtä spesifisesti 
tunnistamaansa molekyyliä tai sitten niillä voi olla affiniteettia useampaan substraattiin. ABC-
transportterit kuljettavat yhtä hydrolysoitua ATP:ä kohden 0,5 – 2 molekyyliä, joten kuljetus on 
jokseenkin energiaa vaativaa ainakin verrattuna diffuusiohypoteesin lähes ilmaiseen 
kuljetukseen. 
 
Kasvien ABC-transporttereita on jaoteltu ryhmiin ja ryhmiä nimetty eri tavoilla (esimerkiksi 
Sánchez-Fernández ym. 2001, Verrier ym. 2008). Viimeisimmän (Verrier ym. 2008) mukaan ABC-
transportterit jaotellaan yhdeksään ryhmään: ABCA – ABCI. Kasveilta löytyy jäseniä ryhmistä A – 
G ja I. Ryhmä A:n toimintaa kasveilla ei ole vielä tarkemmin kuvattu, kun taas ryhmä B:lle on 
ehdotettu rooleja auksiinin, sekundaarisen aineenvaihdunnan tuotteiden ja ksenobioottien eli 
vierasaineiden kuljetukseen. B-ryhmän ABC-transporttereita löydetään myös mitokondrioista. C-
ryhmään kuuluvat transportterit kuljettavat esimerkiksi glukuroneja (yhdisteitä, joihin on liitetty 
glukuronihappo) ja antosyanideja sekä osallistuvat huulisolujen ionikanavien säätelyyn. D-
ryhmän ABC-transportterit taas ovat puolet pienempiä proteiineja, jotka kuljettavat 
rasvahappoja peroksisomiin. E- ja F-ryhmiin kuuluu poikkeuksellisia liukoisia proteiineja, joilla ei 
ole kuljetustehtävää, vaan ne saattavat toimia RNA:n hiljennyksessä. G-ryhmä on kasveilla hyvin 
suuri ja sen jäsenet kuljettavat muun muassa kutikulan rasvoja, vahoja ja kutiinia. H-ryhmän 
transporttereita ei kasveilta löydy lainkaan, mutta prokaryooteiltakin löydettäviä moniosaisia 
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ABC-transporttereita muistuttavia ryhmän I jäseniä taas on. Näistä ryhmistä B:n ja G:n jäsenet 
vaikuttaisivat parhailta ehdokkailta ajatellen mahdollista monolignolien kuljettajaproteiinia. 
 
ABC-transporttereita löytyy kasveista paljon, mutta ajatus niiden osallistumisesta monolignolien 
kuljetukseen perustuu myös useaan muuhun seikkaan. Ensimmäisenä mainittakoon, että näille 
transporttereille on ehdotettu - useiden muiden yhdisteiden kuljetuksen lisäksi - roolia 
sekundaarisen aineenvaihdunnan tuotteiden kuljetuksessa (Yazaki 2006, Rea ym. 2007, Yazaki 
ym. 2008). Kuljetettaviin molekyyleihin kuuluu alkaloidien (berberiini) ja terpenoidien (sklareoli) 
lisäksi myös fenolisia yhdisteitä (Yazaki ym. 2008). Fenolisista yhdisteistä etenkin flavonoidien 
kuljetusta on tutkittu jonkin verran. Flavonoidit ovat yli 7000 erilaisen molekyylin joukko, joista 
useita löydetään eritoten vakuoleista. Ajatuksena on, että flavonoideista tehdään solulimassa 
sokerikonjugaatteja ja juuri nämä konjugaatit ovat muoto, joka kuljetetaan vakuoliin. Tämä 
kuljetus voisi olla joko primaarista (esimerkiksi ABC-transportteri) tai sekundaarista. Goodman 
ym. (2004) todistivat ABC-transportterin (ZmMrp3) toimivan antosyanidien kuljetuksessa 
vakuoliin maissilla (Zea mays). 
 
Toisena ABC-transportterihypoteesia tukevana syynä on se, että tutkittaessa lituruohon 
(Arabidopsis thaliana) varren solukkojen transkriptiota joidenkin ABC-transportterien geenien 
ilmenemisen huomattiin seurailevan ligniinin biosynteesiin liittyvin geenien ilmenemistä (Ehlting 
ym. 2005). Nämä proteiinit ja geenit olivat AtABCB15 (MDR13, At3g28345), AtABCB11 (MDR8, 
At1g02520), ABCG22 (WBC23, At5g06530), ABCG36 (PDR8, At1g59870), ABCG39 (PDR13, 
At1g66950), ABCG29 (PDR1, At3g16340). Nämä kuuluvat transportteriryhmiin B ja G, jotka 
olivatkin vahvimpia ehdokkaita monolignolien kuljetustehtävään. Näillä proteiineilla on ainakin 
jokin tehtävä kehittyvässä varren solukossa lituruoholla ja toiminta juuri monolignolien 
kuljetuksessa sopisi hyvin kuvaan. 
 
Muut kuljettajaproteiinit 
ABC-transportterien lisäksi kasveilla on paljon muitakin kuljettajaproteiineja. Sekundaarisen 
aineenvaihdunnan tuotteiden kuljetukseen osallistuvat myös MATE (multidrug and toxin 
24 
 
extrusion) -perheen kuljettajaproteiinit (Yazaki ym. 2008). MATE-proteiiniperheen jäseniä on 
lituruoholla 56 (Yazaki ym. 2008).  
 
1.8 Ligniinin polymerisaatio 
 
Oli kuljetusmuoto ja -mekanismi mikä tahansa, soluseinään päädyttyään monolignolit 
polymeroituvat muodostaen kuvatun makromolekyylin aiheuttaen varsinaisen lignifikoitumisen. 
Jotta polymeroituminen voisi tapahtua, monolignoleista (ja syntyvästä ligniinipolymeeristä) 
tehdään ensin radikaaleja (Boerjan ym. 2003). Radikaalien muodostumisesta vastaavat muun 
muassa peroksidaasit ja lakkaasit. Peroksidaasit toimivat katalyytteinä vetyperoksidin (H2O2) 
hapettaessa monolignoleja (Harkin & Obst 1973). Lakkaasit taas käyttävät hapettamiseen 
happea (O2) (Bao ym. 1993). Soluseinän vetyperoksidin alkuperä ja vetyperoksidin ja soluseinän 
kehityksen välinen suhde ovat mielenkiintoisia soluseinän fysiologiaan olennaisesti vaikuttavia 
asioita. Näistä käydäänkin jatkuvasti keskustelua (Green & Fry 2005, Kärkönen ym. 2009).  
 
Ligniinipolymeerikin täytyy hapettaa radikaaliksi, jotta polymerisaatio tapahtuisi. Tämä tapahtuu 
todennäköisesti monolignoliradikaalien välityksellä, mutta myös entsymaattinen hapetus on 
mahdollista (Koutaniemi 2007). Monolignolit ja niiden johdannaiset saattavat myös hapettaa 
toisiaan, sillä toiset radikaalit ovat stabiilimpia kuin toiset. Esimerkiksi Boerjan ym. (2003) 
mainitseekin, että p-kumaraatti hapettuu helposti peroksidaasin avulla ja edelleen hapettaa 
sinapyylialkoholin, joka stabiilimpana reagoi polymeerin kanssa. Siten ligniinin polymerisaatiokin 
riippuu tarkasti soluseinässä vallitsevista oloista ja siinä esiintyvistä molekyyleistä ja niiden 
pitoisuuksista. Hapetusreaktioiden takia soluseinään syntyy monolignoli- ja ligniiniradikaaleja, 
jotka kohdatessaan reagoivat keskenään muodostaen kovalenttisen sidoksen ja polymeeri 
kasvaa taas yhdellä monomeerillä.  
 
Radikaalien on perinteisesti ajateltu muodostavan polymeeriä reagoimalla itsenäisesti 
keskenään ilman minkäänlaista entsymaattista kontrollia (Ralph ym. 1999). Tätä ajatusta tukee 
esimerkiksi se, että hyvin paljon luonnonmukaista ligniiniä muistuttavaa polymeeria voidaan 
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valmistaa koeputkessa lisäämällä entsyymiliuokseen hitaasti vetyperoksidia ja monolignoleja 
(viite Syrjänen & Brunow 2000 artikkelissa Hatfielf & Vermerris 2001). Kuitenkin soluseinästä on 
löydetty erityisiä dirigent-proteiineja, joilla ajatellaan olevan polymerisaatiota ohjaava vaikutus 
(Davin ym. 1997). Ei ole vielä selvää, tapahtuuko polymerisaatio dirigent-proteiinien ohjaamana 
vai ei. Näistä kahdesta mallista keskustelevat vertaillen Hatfield ja Vermerris (2001). 
Soluseinässä voi olla muitakin tätä reaktiota ohjaavia tekijöitä (esimerkiksi mangaani-ionin 
välityksellä tapahtuva hapettaminen, Önnerud ym. 2002). Pro gradu –työni kannalta on 
olennaisinta ymmärtää siitä nämä lyhyesti selitetyt perusteet. 
 
Kiinnostavana seikkana ligniinin polymerisaatiosta korostettakoon vielä jo mainittua soluseinän 
lignifikoitumisjärjestystä. Lignifikaatio, eli monolignoleiden polymerisaatio, alkaa siis 
solunurkista, keskilevystä sekä primaarisesta soluseinästä. Se, mikseivät soluseinään kuljetetut 
monolignolit reagoi mainitulla tavalla muodostaen radikaaleja ja edelleen polymeeria jo heti 
solukalvon ylitettyään selitetään erityisillä aloituskohdilla (nucleation site). Boerjan ym. (2003) 
mainitsee muutamia aloituskohtakandidaatteja. Näitä ovat esimerkiksi ferulaatit, diferulaateista 
ja eräät aromaattisia tähteitä sisältävät proteiinit. Lisäksi keskilevyssä on hyvin kalsiumpitoinen 
ympäristö. Tällaisissa oloissa tiettyjen peroksidaasien on huomattu sitoutuvan pektiiniin. 
Peroksidaasi-pektiini –kompleksien on myös ajateltu olevan yksi mahdollinen monolignolien 
polymerisaation aloituskohta. Kuitenkaan aloituskohtien tarkka luonne ei ole vielä täysin selvillä. 
 
1.9 Nopea yleiskatsaus koko puutumisprosessin säätelyyn 
 
Jotta lignifikaatiota ja siihen vaikuttavia seikkoja (esimerkiksi monolignolien kuljetusta ja niiden 
myrkyllisyyttä) voidaan katsoa kokonaiskuvana, on lisäksi tarkasteltava lignifikaation ympärillä 
tapahtuvaa säätelyä. Jotta puuvartinen kasvi pystyy tuottamaan ligniinin mahdollisimman 
energiatehokkaasti oikeassa ajassa ja paikassa, täytyy soluseinän rakentumisen, 
lignifikoitumisen ja PCD:n olla toisiinsa nähden tiukan säätelyn alaisia. Lisäksi tiedot 
signaloinnista ja säätelystä voivat antaa vihjeitä tarkasteltaessa monolignolien kuljetusta ja 
myrkyllisyyttä. 
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Dettmer ym. (2009) summaavat artikkelissaan kasvin kuljetussolukon kehitystä sääteleviä 
tekijöitä. Kuten niin monen muukin kasvisolukon kehitystä, myös tätä säätelee hyvin suuri 
joukko kasvihormoneja ja muita pieniä molekyylejä. Eri geenit ja hormonit sekä muut 
välittäjäaineet ovat vastuussa kuljetussolukon solujen identiteetin kehityksestä. Erityisesti 
puusolukon kehitykseen liittyvät auksiini, sytokiniinit, brassinosteroidit sekä pieni 
arabinogalaktaaniproteiini, ksylogeeni. Auksiini ja sytokiniini aiheuttavat ksylogeenin 
kertymisen, mikä puolestaan vaaditaan induktion etenemiseen (Motose ym. 2004). 
Brassinosteroidien ajatellaan säätelevän kehittyvien puusolujen viimeisiä erilaistumisvaiheita, 
kuten sekundaarisen soluseinän ja PCD:n etenemistä (Yamamoto ym. 1997). Myös geenitason 
säätelystä tiedetään jo hieman: lituruoholta löydettyjen kahden transkription säätelijän (eli 
transkriptiofaktorin), VND6:n ja VND7:n, ajatellaan mahdollisesti määrittävän vielä 
erilaistumattomien solujen kohtalon juuri ksyleemin soluiksi (Kubo ym. 2005). 
 
1.10 Minun tutkimukseni 
 
Monolignolien tai niiden sokerijohdannaisten kuljetuksen voidaan katsoa vaikuttavan ligniinin 
polymerisaatioon soluseinässä, joten myös kuljetusmekanismilla ja vielä tarkemmin tarkastellen 
juuri sen mahdollisella säätelyllä voi olla koko ligniinin polymerisaatiota säätelevä rooli. Tällöin 
kuljetus vaikuttaisi esimerkiksi soluseinän ligniinin ominaisuuksiin, jotka taas osaltaan voivat 
vaikuttaa koko solun, solukon ja kasvinkin fysiologiaan ja edelleen ekologiaan. Pro gradu –työni 
pääasiallinen tarkoitus oli testata hypoteesia ABC-transportterivälitteisestä monolignolien tai 
niiden johdannaisten kuljetuksessa ligniiniä tuottavalla kuusen (Picea abies) A3/85-
solukkolinjalla, sekä tarkastella kuusen jo olemassa olevia EST-kirjastoja (The DFCI Spruce Gene 
Index) ja etsiä hyviä ABC-transportterikandidaatteja monolignolien kuljetukseen. Kokeellinen 
osuus suoritettiin syöttämällä kuusisoluille 14C-leimattua fenyylialaniinia, jolloin tästä 
syntetoidut monolignolit olivat radioaktiivisia. Kokeissa käytettiin kahta ABC-transportteri-
inhibiittoria – vanadaattia (Palmgren 2001) ja reversiini 121:ä (Sharom ym. 1999) – ja katsottiin, 
vaikuttavatko ne solusta vapautuvien monolignolien tai niiden johdannaisten määrään. 
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Tuloksissa ei voitu havaita inhibiittorien vaikutusta kuusisolujen fenoleiden ja niiden 
sokerijohdannaisten eritykseen, mikä ei tue ABC-transportterihypoteesia. Hypoteesia ei tue 
myöskään kuusen puutuvien solukoiden EST-kirjastojen tarkastelu, hyviä kandidaattigeenejä ei 
löytynyt. Varmasti hypoteesia ei tuloksillani kuitenkaan voi hylätä, mutta selkeästi ne heittävät 
epäilyn varjon hypoteesin ylle. 
 
Työn toisena ajatuksena oli tarkoitus testata kuusen pääasiassa tuottaman monolignolin - 
koniferyylialkoholin, CA (coniferyl alcohol) – vaikutusta kahden kasvisolukkotyypin elävyyteen. 
Ensimmäinen solukko oli kyseinen ligniiniä ja siis myös koniferyylialkoholia tuottava 
kuusisolukko. Toisena, pääasiallisena tutkimussolukkona käytettiin ligniiniä tuottamatonta 
tupakan (Nicotiana tabacum) BY-2-solukkoa, joka sekin on tarkemmin kuvailtu aineistossa ja 
menetelmissä. Tämän tutkimuskysymyksen taustalla on kiinnostus selvittää, onko 
kirjallisuudessa toistuvalla maininnalla monolignolien myrkyllisyydestä lainkaan perää. Toisaalta 
vastaamalla tähän kysymykseen saataisiin mahdollisesti tärkeääkin tietoa monolignolien 
kuljetuksen tarpeellisuudesta ja mahdollisia arvioita koko puutumisen säätelystä. Tutkimuksen 
edetessä kävi selväksi, ettei kysymykseen CA:n myrkyllisyydestä ole kovin helppo vastata, vaan 
koko kysymys nivoutuu yhteen puutumista ympäröivän säätely- ja solukuolemavyyhden kanssa. 
Ja vaikka tähän toiseenkaan kysymykseen ei pro gradu –työni anna yksiselitteistä vastausta, 
antaa se kuitenkin taustatietoa puutumisesta ja herättää joukon hyvin mielenkiintoisia 
jatkokysymyksiä puutumisen säätelystä ja CA:n fysiologisista vaikutuksista. 
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2. AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
 
2.1 Kuusisolukkolinjat ja niiden ylläpito 
 
2.1.1 A3/85 
Kokeissa käytettiin metsäkuusen (Picea abies) alkioperäistä, fotosynteettistä kalluslinjaa A3/85 
(Simola ym. 1992). Linja tuottaa ligniiniä sekä kiinteällä alustalla että nesteviljelmässä ja solut 
ovat fotosynteettisesti aktiivisia (Simola ym. 1992). Linjaa on pidetty yllä agaria sisältävällä 2-N -
kasvatusalustalla (Simola ja Santanen 1992) jakamalla solukkoa kerran kolmessa viikossa uusille 
alustoille. Kasvatuslämpötila siirtojen välillä kokeiden aikana oli +25C ja päivänpituus 18 tuntia. 
Valaisussa käytettiin Osram L36W/76 – lamppuja ja valoteho tällöin oli noin 30-50 µmol/m2/s.  
Kokeita varten solut siirrettiin solukkolinjaa varten suunniteltuun 5’-liuosviljelmään, jonka 
sisällön Simola ym. (1992) on tarkasti kuvaillut. Päivänpituus- ja valo-olot pysyivät siirron jälkeen 
samoina. Lämpötila oli siirron jälkeen liuosviljelmäkaapissa +23C. Solujen hapensaannin 
takaamiseksi liuosviljelmään siirretyt solut pidettiin ravistelijassa, jonka nopeus säädettiin 
tapauskohtaisesti. 
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2.1.2 167/9 ja 167/10 
Myös kahta muuta kuusisolulinjaa - 167/9:ä ja 167/10:ä - pidettiin yllä ja siirrettiin kokeita 
varten liuosviljelmään kuten A3/85:ä. Kyseiset linjat olivat vuonna 2007 aloittaneet FT Arja 
Santanen (Helsingin yliopisto) sekä FM Maaret Mustonen (Helsingin yliopisto). Näiden linjojen 
ligniinintuotosta ei ollut etukäteistietoja, mutta molemmat linjat ovat, kuten A3/85, vihreitä, 
joskaan fotosynteesiä näillä linjoilla ei ole vahvistettu. 
 
2.2 Tupakkasolukko, BY-2, ja sen ylläpito 
 
Jotta kuusisoluille saatiin kontrolliksi myös ligniiniä tuottamaton solukkolinja, käytettiin kokeissa 
tupakan (Nicotiana tabacum) BY-2-nimistä solulinjaa, jolla ligniinin muodostusta ei ole havaittu. 
BY-2-soluja kasvatettiin erityisessä tupakkasoluja varten muokatussa MS-alustassa (Murashige 
ja Skoog 1962), joka sisälsi 0,2 g/l KH2PO4, 100 mg/l myo-inositolia, 1 mg/l tiamiini-HCl:a, 0,2 
mg/l 2,4-D ja 20 g/l sakkaroosia, pH 5,7. Solususpensiota (50 ml) kasvatettiin 100 rpm:n ja 
myöhemmin 120 rpm:n ravistelussa 300 ml:n erlenmyer-pullossa, joka oli peitetty foliolla. 
Pimeys esti solujen kloroplastien erilaistumisen. Kasvatuslämpötila oli +23C. Soluviljelmää 
uudistettiin kerran viikossa siirtämällä 1,5 ml solususpensiota 50 ml:aan tuoretta tupakan MS-
alustaa. 
 
2.3 Solujen värjäys ja valomikroskopia 
 
2.3.1 Evans Blue 
Kokeissa solujen elävyys määritettiin värjäämällä solut 0,25 % (w/v) Evans Bluella, joka värjää 
vain kuolleet solut sinisiksi. Värjäyksessä 0,5 ml Evans Blueta (0,25 %) pipetoitiin polujen päälle 
eppendorf-koeputkeen ja putkea käänneltiin varovasti viiden minuutin ajan. Tämän jälkeen 
solujen annettiin asettua putken pohjalle viiden minuutin ajan (A3/85-solut) tai sentrifugoitiin 
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viiden minuutin ajan 500 g:llä (BY-2–solut), jonka jälkeen väriaine pipetoitiin pois pinnalta. Solut 
pestiin vedellä kaksi kertaa ja pipetoitiin pienessä määrässä vettä mikroskooppilasille. 
 
2.3.2 Floroglusiini 
Soluseinien lignifikoituminen määritettiin käsittelemällä solut 1 % (w/v) floroglusiini -
suolahappo:etanoli:vesi (1:1:3, v/v) -liuoksella, joka värjää soluseinän ligniinin punaiseksi. Soluja 
pipetoitiin mikroskooppilasille, jonka jälkeen niiden päälle pipetoitiin 2-5 tippaa floroglusiinia. 
 
2.3.3 Valomikroskopia 
Soluja mikroskopoitiin käyttäen Leitz LABORLUX S ja Nikon YS100 mikroskooppeja ja 10-, 25- ja 
40-kertaisia suurennoksia. Mikäli kyseessä olivat värjäämättömät tai floroglusiinilla värjätyt 
solut, niistä otettiin kuvia tai kuvailtiin sanallisesti. Evans Bluella värjättyjen solujen kohdalla 
soluja kuvattiin ja/tai niistä tehtiin laskenta. Kultakin mikroskopoitavalta lasilta laskettiin 
vähintään 400 solua. Suurimpien soluaggregaattien kohdilta soluja ei laskettu, sillä värjättyjen 
solujen ja solujen rajojen näkeminen näiltä alueilta oli mahdotonta. 
 
2.4 Kuusisolukkolinjojen ligniinin tuoton testaus 
 
 
Ligniiniä tuottamaton kuusisolukko olisi hyödyllinen kontrollisolukkona ligniiniä tuottavan 
A3/85-linjan rinnalla tutkittaessa monolignoleiden mahdollista myrkyllistä vaikutusta soluihin. 
Tällöin voitaisiin verrata, onko ligniiniä tuottavalla ja tuottamattomalla solukolla eroa vasteessa. 
Vertailu tapahtuisi saman lajin sisällä, mikä lisäisi luotettavuutta. Koska 167/9- ja 167/10- 
linjojen ligniinin tuotosta ei ollut tietoa, sitä testattiin ja verrattiin A3/85-linjaan. Kun A3/85-
solujen siirrostuksesta oli kulunut kaksi viikkoa ja 167/9- ja 167/10-solujen siirrostuksesta viikko, 
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agarilla kasvavia soluja siirrettiin 25 ml:n nestemäisiin 5’ alustoihin 100 ml:n erlenmeyer-
pulloihin. Ero viljelmien aloitusvaiheella johtuu erosta solukoiden kasvuvauhdissa. Näin 
valitsemalla saatiin samassa kasvuvaiheessa olevaa solukkoa kustakin linjasta. Jokaista linjaa 
siirrettiin yhtä astiaa kohden kaksi peukalon pään kokoista kalluspalaa ja jokaisesta linjasta 
tehtiin kolme toistoa. Astioiden suut peitettiin foliolla ja nesteviljelmiä kasvatettiin yllä 
mainituissa kasvatusoloissa 100 rpm:n ravistelunopeudella. Kasvatuksista tehtiin havaintoja 4, 6, 
8, 12 ja 13 vuorokauden kuluttua kasvatuksen aloituksesta.  
Viisi vuorokautta liuoskasvatuksien aloituksesta kustakin linjasta suodatettiin 24 ml 
solususpensiota Whatman 1-suodatinpaperin läpi. Kasvatusalusta säilöttiin -20C:een ja 
Whatman 1-suodatinpaperille jääneet solut pestiin kerran vedellä, punnittiin, jäädytettiin 
nestetypessä ja säilöttiin -80C pakastimeen. Samana päivänä samoista kasvatuksista 1 ml 
solususpensiota käytettiin linjojen havainnoimiseen valomikroskoopilla. Kunkin linjan soluista 
0,5 ml värjättiin Evans Bluella (0,25 %) ja 0,5 ml floroglusiinilla (1 %).  
Myöhemmin kasvatusalustat sulatettiin ja alustan sisältämät maitomaiset sakat sentrifugoitiin 
Sorvall SS-34 putkien pohjalle 21 000 g:llä +4C:ssä 25 minuuttia. Pelletit liuotettiin 1 ml:aan 
vettä ja siirrettiin eppendorf-putkiin ja sentrifugoitiin 21 000 g +4C:ssä 15 minuuttia. 
Supernatantti poistettiin ja sakka pestiin kasvatusalustan suoloista kaksi kertaa vedellä. Sakka 
kuivattiin lyofilisoimalla (CHRIST GAMMA 2-16 LSC) ja punnittiin, jolloin voitiin laskea tuotetun 
sakan paino solujen painoa kohden. Osa sakasta värjättiin floroglusiinilla ligniinin toteamiseksi. 
 
2.5 ABC-transportterien bioinformatiikka 
 
 
Kuusen ABC-transporttereita tarkasteltiin käyttäen hyväksi DFCI:n tietokantaa 
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/, 06/2009), johon eri lajien eri solukoissa ilmenevistä 
geeneistä oli mRNA:n perusteella tehty niin sanottuja EST (expressed sequence tag) -kirjastoja. 
Näissä kirjastoissa on siis solukossa paljon transkriptoitujen geenien lyhyitä pätkiä (EST:itä)  
suurinpiirtein siinä määräsuhteessa, mitä  solukossakin. Sekä eri kuusilajien (Picea spp.) että 
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mäntylajien (Pinus spp.) EST-kirjastoja käytettiin hyväksi. Tietokantaa käyttäen etsittiin kuusen 
EST-tiedoista kaikki mahdolliset ABC-transportterigeenit käyttäen hakusanoina ”ABC-
transporter”, ”ATB-binding cassette transporter” ja ”ABC”.  
 
Jos kirjastojen eri EST:t jakavat jonkin sekvenssin osan, ne ovat todennäköisesti peräisin samasta 
RNA-pätkästä. DFCI-tietokannassa todennäköisesti samaa tuotetta koodaavat sekvenssit on 
yhdisttetty niin sanotuiksi TC:iksi (tentative consensus). TC:t voidaan edellen nimentää 
todennäköisesti jollekin tietylle geenille kuuluvaksi, mikäli niiden sekvenssi muistuttaa läheisesti 
vastaavan tunnetun geenin sekvenssiä. EST-tietokannassa olevien, erityisesti ligniiniä tuottavien 
solukoiden kirjastoista etsittiin ABC-transporttereiksi nimennettyjä TC:itä. Tähän käytettiin 
männyn (Pinus taeda) kahta kirjastoa, sillä kuusella samanlaisia kirjastoja ei ollut saatavilla. 
Käytetyt kirjastot olivat nimeltään #0TT (reaktiopuun solukko) ja #0U0 (reaktiopuun solukko-
ominainen kirjasto, joka oli luotu poislukemalla myös normaalipuussa ilmenevät TC:t). 
Reaktiopuu – eli suuntaussolukko – on varren puuta, joka syntyy vasteena taivutukselle. 
Havupuilla se syntyy vinoon taipuneen varren alapuolelle työntäen yläpuolellaan olevaa vartta 
takaisin pystysuoraan asentoon. Tämä puu on hyvin kovaa, mikä johtuu siitä, että se on 
normaalipuuta vahvemmin lignifikoitunut. Tällöin on myös mahdollista, että monolignolien 
kuljetussysteemi on tässä solukossa paremmin kehittynyt. Löytyneen TC:n ominaisuuksia 
tarkasteli tarkemmin Pfam- (http://pfam.sanger.ac.uk/, 06/2009) ja Prosite 
(http://au.expasy.org/prosite/, 06/2009) –sivustojen avulla FT Junko Takahashi-Schmidt 
(Helsingin yliopisto). 
 
Tämän lisäksi muutamaa männyn (Pinus taeda) ja kuusen (Picea glauca ja Picea sitchensis) EST-
kirjastoa vertailemalla yritettiin löytää lignifikoituvassa solukossa erityisesti ilmentyviä ABC-
transportterigeenejä. Männyn vertailussa käytetyt kirjastot olivat #0TT, #0TU, #5BN, #72B ja 
#8FB. Kuusilajien kirjastot taas olivat #EOQ, #EOS, #EOT, #F7P, #F7U, #F7V ja #FH9. Kirjastojen 
selitykset ja vertailuparit käyvät ilmi tulososion (3.2) taulukosta 1. Kirjastoja vertailtiin toisiinsa 
pareittain ja kirjastoissa ilmenevistä geeneistä (TC) poimittiin ylös ne, joissa tilastotieteellinen R-
arvo (Stekel ym. 2000) oli yli 9 ja joiden nimennyksessä (annotation) löytyi maininta ATP:n 
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sitoutumisesta tai transportterista. Löydettyjä TC:ä analysoi Prosite ja Pfam -sivustojen avulla FT 
Junko Takahashi-Schmidt. 
 
 
2.6 ABC-transportterien inhibointi 
 
2.6.1 A3/85-solukoiden käsittely ennen koetta 
ABC-transporttereiden inhibointikokeeseen käytettiin noin kaksi viikkoa vanhaa, 2-N –maljalla 
kasvavaa kuusen A3/85-solukkoa. Nesteviljelmät aloitettiin aina aamupäivällä siirtämällä 
neljästä kuuteen kalluspalaa 2-N-maljalta 25 ml:een Na-tartraatilla pH 4,5:een puskuroitua 5’-
alustaa. Astiaa sekoiteltiin hieman, jotta soluaggregaateista irtoaisi liuokseen myös pienempiä 
aggregaatteja ja yksittäisiä soluja. Suspensio suodatettiin metallisiivilän läpi dekantterilasiin, 
jotta saatiin suodatettua pois suurimmat aggregaatit. Solujen annettiin hetki asettua astian 
pohjalle ja pinnalta kaadettiin noin 10 ml alustaa pois. Jäljelle jääneestä solususpensiosta 
pipetoitiin katkaistulla kärjellä 650 μl pieniin lasiampulleihin, joiden halkaisija sisältä oli 1,1 cm. 
Solususpensio pidettiin pienessä liikkeessä, jotta kuhunkin ampulliin oli mahdollista saada 
silmämääräisesti sama määrä soluja. Ampullit suljettiin alumiinifoliolla ja esikasvatettiin 120 
rpm:n ravistelussa yllämainituissa kasvatusoloissa 22 – 26 tuntia.  
 
2.6.2 Inhibointikokeen kulku 
120 rpm:n ravistelussa oleville nesteviljelmille syötettiin 14C-leimattua fenyylialaniinia 
(PerkinElmer, NEC-284E PHENYLALANINE, L-[14C(U)]-, jonka spesifinen aktiivisuus oli erästä 
riippuen 13,3 tai 16,7 GBq/mmol), joka oli ensin haihdutettu (Svanvac CoolSafe Scan Speed 40) 
ja liuotettu Na-tartraatilla puskuroituun 5’-liuokseen. Koeampulleihin lisättiin fenyylialaniinia 
kokeesta riippuen 100, 200 tai 500 kBq:a, joka vastaavasti tuotti fenyylialaniinin suhteen 8,9 
μM, 17,9 μM tai 44,7 μM kasvatusalustan. Fenyylialaniinilisäyksen tilavuus oli aina 20 µl. 50 tai 
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200 minuuttia fenyylialaniinin lisäyksen jälkeen ampulleihin lisättiin haluttu pitoisuus ABC-
transportteri-inhibiittoria tai kontrolliliuosta. Käytetyt inhibiittorit olivat Reversin 121:ä (Sigma 
R1276), joka inhiboi B-tyypin (MDR eli pgp) ABC-transporttereita (Sharom ym. 1999) ja 
vanadaatti (orto-vanadaatti, Sigma S6508), joka on perinteinen ABC-transportteri-inhibiittori. 
Vanadaatin on todettu inhiboivan ABC-transportterien lisäksi myös H+-ATP-aasia, Ca2+-ATP-aasia 
ja Na+/K+-ATP-aasia (Palmgren 2001). Vanadaatti aktivoitiin ennen käyttöä Gordonin (1991) 
menetelmän mukaan. Inhibiittorilisäyksen tilavuus oli aina 10 µl. 
 
Pitkä inhibointikoe 
Koe aloitettiin fenyylialaniinilisäyksellä, jonka jälkeen jokaisesta koeampullista otettiin 5 μl:n 
tuikenäytteitä pipetoiden varovasti viljelmän pinnalta 10 sekunnin, 90, 190, 230, 290 ja 360 
minuutin kuluttua fenyylialaniinilisäyksestä. Tuikenäytteet pipetoitiin 30 ml:n tai 10 ml:n 
muoviseen tuikenestepulloon, jossa oli vastaavasti 995 μl tai 295 μl RO-vettä. Myöhemmin 
näihin pulloihin mitattiin vielä 10 tai 3 ml Hisafe3 –tuikenestettä (PerkinElmer) ja näytteet 
mitattiin nestetuikelaskimella (Wallac WinSpectral 1414 liquid scintillation counter). Näytteillä 
seurattiin solujen fenyylialaniinin sisäänottoa, joka voitiin päätellä tuikenäytteen 
radioaktiivisuuden vähenemisestä kokeen edetessä. Tuikenäytteiden lisäksi viljelmistä otettiin 
90 μl:n alustanäytteitä 40, 80, 200, 240, 300 ja 370 minuuttia fenyylialaniinilisäyksestä. Näytteet 
otettiin katkaistulla 100 μl:n kärjellä, pitämällä viljelmä koko ajan liikkeessä, jotta viljelmän 
solujen ja nesteen suhde pysyisi vakiona. Alusta suodatettiin näytteestä nylon-kankaan läpi, 
jolloin soluista päästiin eroon.  Alustanäytteet pakastettiin Eppendorf-putkissa nestetypessä ja 
säilöttiin -20 °C:een. Näytteiden jatkokäsittelystä on kerrottu kappaleessa 2.6.3. Inhibiittori 
lisättiin viljelmään 200 minuuttia fenyylialaniinilisäyksestä. 
 
Lyhyt inhibointikoe 
Koe suoritettiin kuten pitkä inhibointikoe, mutta tuikenäytteiden otto tapahtui 10 sekuntia, 20 
50, 60, 72 ja 100 minuuttia fenyylialaniinilisäyksestä ja alustanäytteiden otto 6, 30, 50, 66 ja 100 
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minuuttia fenyylialaniinilisäyksestä. Inhibiittorilisäys tehtiin 50 minuuttia 
fenyylialaniinilisäyksestä. 
 
Reversiini 121 inhibiittorina 
Reversiini 121 -inhibointikokeita tehtiin kaksi erilaista. Ensimmäinen koe noudatti pitkän 
inhibointikokeen linjaa. Fenyylialaniinilisäys kolmeen koeampulliin oli 500 kBq eli 44,7 μM. 
Reversiini 121 –pitoisuudet olivat 0 μM, 1 μM tai 5 μM ja koska Reversiini 121 –liuokset olivat 1 
% DMSO:ssa, kontrollina toimi 1 % DMSO. Kokeelle ei ollut toistoa. 
Toisessa kokeessa toistoja oli kaksi (merkitty myöhemmin I ja II). Kokeet noudattivat lyhyen 
inhibointikokeen linjaa. Fenyylialaniinilisäys oli 100 kBq eli 8,9 μM pitoisuus kasvatusalustassa. 
Tuikenäytteitä otettiin 10 sekuntia, 50, 60 ja 100 minuuttia fenyylialaniinilisäyksestä. Reversiini 
121 -pitoisuudet olivat 0 μM, 0,2 μM ja 1,2 μM. Ensimmäisessä kokeessa DMSO näytti 
haittaavan fenolien ajoa TLC-levyllä. Siksi käytetty Reversiini 121 liuotettiin ensin pieneen 
määrään DMSO:a, laimennettiin hieman etanolla ja lopulta vedellä, jotta kasvatuliuokseen 
lisätyn DMSO:n määrä olisi mahdollisimman pieni. Käsittelyt ja kontrollit olivat 0,002 % DMSO:n 
ja 0,24 % etanolin suhteen. Näiden kahden lyhyempikestoisen kokeen aikana tehtiin myös yksi 
kontrollikoe, jossa fenyylialaniini- ja inhibiittorilisäykset tehtiin koeampulliin, missä oli 
ainoastaan 650 μl Na-tartrattipuskurin ja T-mikroravinteet sisältävää 5’-alustaa. 
Kontrollikokeesta otettiin tuikenäytteet 10 sekuntia ja 100 minuuttia fenyyliaaniinilisäyksestä ja 
alustanäytteet 7 ja 100 minuuttia fenyyliaaniinilisäyksestä. Kontrollikokeella varmistettiin 
analysointivaiheessa fenyylialaniinin puhtaus. 
 
Vanadaatti inhibiittorina 
Vanadaatti inhibointikokeita tehtiin kaksi, joissa fenyylialaniinilisäykset olivat 100 kBq (eli 8,9 
μM) ja 200 kBq (eli 17,9 μM). Muuten kokeet olivat täysin samanlaiset ja noudattivat lyhyen 
kokeen linjaa. Molemmissa kokeissa käytetyt vanadaattipitoisuudet olivat 0 µM, 1 µM ja 10 µM. 
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Lisäksi analysoitiin TLC-levyillä edellisen pro gradu –työntekijän, Ville Koistisen, tekemien 
inhibointikokeiden alustanäytteet. Nämä kaksi koketta (merkitty myöhemmin I ja II), joissa 
vanadaattia oli käytetty inhiboimaan monolignolikuljetusta, oli tehty kuten omanikin. 
Fenyylialaniinilisäys kokeissa oli ollut 500 kBq (eli 44,7 μM -pitoisuus) ja inhibiittorilisäys tehty 
200 minuuttia kokeen aloituksesta. Alustanäytteiden aikapisteet poikkesivat hieman Reversiini 
121 –kokeen vastaavista: näytteet otettiin 30, 60, 200, 240, 300 ja 380 minuuttia kokeen 
aloituksesta. Käytetyt vanadaattipitoisuudet olivat 0 µM, 0,1 µM, 1 µM ja 10 µM. 
 
2.6.3 Alustanäytteiden analysointi 
Alustanäyteet ajettiin ohutkerroskromatografiassa (Thin Layer Chromatography, TLC) 
silikageelillä päällystetyillä muovialustaisilla 20 x 20 cm levyillä (MERCK, TLC Silica gel 60 F254) 
kahdessa eri ajoliuoksessa tunnettujen merkkiyhdisteiden (koniferyylialkoholi, p-
kumaryylialkoholi, koniferiini, pinoresinoli, ferulahappo, sinapyylialkoholi, kumariinihappo ja 
kahvihappo) kanssa. Lisäksi levylle pipetoitiin 14C-leimattua glukoosia (D-(U-14C)Glucose, 
Amersham B226) 0,5; 2; 5 ja 20 Bq, radioaktiivisuusstandardeiksi. Ajoliuokset olivat 
bentseeni:etikkahappo (9:1, v:v) (merkitty myöhemmin b:e) tai asetoni:etyyliasetaatti:vesi 
(10:10:1, v:v:v) (merkitty myöhemmin a:e:v). Ajo tapahtui pienessä lasitankissa, jonka pohjalla 
oli yhden cm:n kerros ajoliuosta, jonka oli annettu asettua 0,5 - 4 tuntia ennen ajon alkua. Ajo 
aloitettiin asettamalla TLC-levy ajotankkiin näytteiden latauskohdat alaspäin ja sulkemalla 
ajotankin kansi tiiviisti rasvalla. UV-valo (366nm) asetettiin tankin ulkopuolella osoittamaan 
suoraan TLC-levyn silika-puoleen ja sekä tankki että UV-lamppu kiedottiin löyhästi 
alumiinifolioon, jotta huoneen valo ei häiritsisi ajoa. UV-valo saa fenolit vaihtamaan cis- ja trans-
muotojaan säännöllisesti, jolloin kukin yhdiste kulkee vain yhtenä rintamana TLC-levyllä (Fry, 
2000).  Ajo lopetettiin, kun nesterintama oli noussut lähes levyn yläreunaan (ajojen kestot olivat 
b:e-ajoissa 1,5 – 2 h ja a:e:v-ajoissa 1 – 1,5 h). TLC-levy nostettiin alumiinifolion päälle 
kuivumaan ja merkittiin lyijykynällä nesterintaman yläreuna.  
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Levyn annettiin kuivua yön yli ja seuraavana päivänä se suljettiin kasettiin yhdessä β-säteilyyn 
reagoivan fosfoimaginer (Phospho Imaginer, merkitty myöhemmin PI) -levyn (FUJI BAS III-s) 
kanssa. Kasetit asetettiin kahden lyijylevyn väliin, jotta taustasäteilyn vaikutus PI-levyihin saatiin 
minimoitua. PI-levyjen annettiin altistua TLC-levyjen aktiivisuudelle 7 - 27 vuorokautta riippuen 
kokeessa käytettävästä aktiivisuudesta, jonka jälkeen ne skannattiin Fujifilm BAS1500-laitteella. 
Lisäksi TLC-levy kuvattiin 254 nm:n UV-valossa (CAMAG REPROSTAR 3, HITACHI HV-C20 3CCD), 
jolloin pystyttiin havaitsemaan levyn radioaktiivisuutta sisältämättömät, tunnetut 
merkkiyhdisteet.  
Jotta näytteiden PI-levyllä havainnoituja fenoleita voitiin verrata UV-valon avulla havaittuihin 
tunnettuihin yhdisteisiin, verrattiin molempia kuvia Photoshop-ohjelmassa asettamalla ne 
päällekkäin. Kunkin standardin ja kunkin näytteen yhdisteen tai yhdisteryhmän jättämän täplän 
kulkeutumisesta laskettiin sen Rf-arvo, jossa täplän kulkema matka jaettiin ajoliuoksen 
kulkemalla matkalla latauskohdasta ylöspäin. Lisäksi täplien jättämät radioaktiivisuudet 
laskettiin TINA 2.0 –ohjelmalla, joka käytti hyväkseen standardipisteiden radioaktiivisuuksia 
kunkin rajatun alueen radioaktiivisuuden laskemiseen. Näistä aktiivisuuksista piirrettiin Excel-
ohjelmassa kuvaajia siitä, miten kunkin koeviljelmän tietyn yhdisteen tai yhdisteryhmän 
jättämän täplän radioaktiivisuus muuttuu ajan funktiona, eli mitä tapahtuu kunkin 
radioaktiivisen yhdisteen määrälle kasvatusalustassa kokeen aikana. b:e-ajoista laskettiin 
kuvatulla tavalla erikseen kunkin yhdisteen tai yhdisteryhmän aktiivisuuden kehitys. Yhdisteet 
nimettiin kirjaimilla a – r, joista ensimmäinen oli se yhdiste, jolla oli pienin Rf-arvo. Kussakin 
kokeessa eri yhdisteiden määrän muutosta ennen inhibiittorilisäystä ja sen jälkeen kuvattiin 
trendiviivan kulmakertoimen avulla. a:e:v-ajoista laskettiin kulkeutuvien yhdisteiden 
yhteisaktiivisuus kussakin aikapisteessä ottamalla mukaan kaikki kulkeutuneet yhdisteet ja 
näiden välissä oleva tausta. Kuitenkin aivan latauspisteen yläpuolinen osa jätettiin pois 
latauspisteen ympäristön suuren taustan vuoksi. a:e:v-ajojen kokonaisaktiivisuudet ovat 
vertailukelpoisia yhden kokeen sisällä, mutteivät kokeiden välillä. Tämä johtuu siitä, että 
kokonaisaktiivisuuden lasku aloitettiin latauspisteen yläpuolelta aina kullekin kokeelle erikseen 
silmämääräisesti arvioidulta korkeudelta. 
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b:e-ajon l:llä merkitystä yhdisteestä tehtiin lisäksi massaspektrometria-näyte. Näyte tehtiin 
raaputtamalla lyhyen 100 kBq:n ja 200 kBq:n vanadaattikokeiden TLC-levyiltä silikageeli juuri 
yhdisteen l-kohdalta sapluunaa ja vettä käyttäen. Näyte liuotettiin silikageelistä metanoliin, 
sentrifugoitiin silikageeli pois ja yhdiste kuivattiin haihduttamalla (Scanvac CoolSafe Scan Speed 
40). Näyte liuotettiin 115 µl:aan metanolia ja toimitettiin Helsingin yliopiston Metabolomics 
unitiin, jossa Nina Sipari ajoi siitä massa-analyysin. Käytetty laite oli Agilent LC-ESI/MSD Trap 
(XCT plus), kolonni: Phenomenex luna C18 100A 100 x 2 mm, partikkeli koko: 5 µm, LC pumppu: 
1100 Binary Pump, virtausnopeus: 0,150 ml/min, gradientti: 10 % - 95 % asetonitriili (90 % - 0,1 
% muurhaishappo vedessä), alueelta 40 – 500 m/z. 
 
2.6.4 DMSO:n ja etanolin vaikutus kuusisolujen fenyylialaniinin ottoon ja solujen elävyyteen 
Kuusisolukolla haluttiin testata etanolin ja DMSO:n vaikutusta solujen elävyyteen ja 14C-leimatun 
fenyylialaniinin ottoon, sillä ABC-transportterien inhibointikokeissa Reversiini 121 oli liuotettu 
DMSO:hon tai sekä DMSO:hon että etanoliin ja näiden vaikutus haluttiin tarkistaa. 
 
Elävyyskokeet 
Elävyyskokeet tehtiin kuusisolukon nesteviljelmillä, jotka aloitettiin ja joita kasvatettiin tavalla, 
joka käsiteltiin ABC-transportterien inhibointi –kappaleessa. Ainut poikkeus nesteviljelmien 
aloitukseen oli, että viljelmän tilavuus oli 400 µl. 
DMSO-kokeessa soluviljelmistä tehtiin 0 %, 0,1 %, 0,25 % tai 0,5 % (v/v) DMSO:n suhteen, jonka 
jälkeen solujen annettiin olla huoneen valossa, ravistelijassa (125 rpm) 100 minuuttia. Jokaisesta 
käsittelystä tehtiin kaksi rinnakkaista koetta. 100 minuutin käsittelyn jälkeen solut värjättiin 0,25 
% Evans Bluella, kuten yllä on kuvattu. Soluja mikroskopoitiin (Nikon YS100) ja tehtiin 
solulaskenta kuten yllä on kuvattu. Etanoli-koe tehtiin kuten DMSO-koe, mutta solujen 
esikasvatuksessa ampullit olivat 100 rpm:n ravistelussa. 
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Fenyylialaniinin sisäänotto 
DMSO:n ja etanolin vaikutusta fenyylialaniinin sisäänottoon testattaessa kuusisoluviljelmä 
aloitettiin ja esikasvatettiin kuten testattaessa DMSO:n ja etanolin vaikutusta kuusisolujen 
elävyyteen. Molemmissa kokeissa 120 rpm:n ravistelussa oleviin koeampulleihin lisättiin ensin 1 
kBq 14C-fenyylialaniinia. Tämän jälkeen viljelmästä pipetoitiin 5 µl:n tuikenäytteet, kuten ABC-
transportterien inhibointikokeessa, 30 sekunnin, 10, 20, ja 40 minuutin kuluttua 
fenyylialaniinilisäyksestä. Heti 10 minuutin tuikenäytteen oton jälkeen soluviljelmään lisättiin 10 
µl vesiliuosta, jossa oli 0 %, 0,001 %, 0,01 %, 0,1 %, 0,25 % tai 0,5 % DMSO:a. Jokaista käsittelyä 
oli kaksi kappaletta. Tuikenäytteitä laskettiin kuten ABC-transportterien inhibointikokeessa. 
Tuloksista piirrettiin Excel-ohjelmalla käyrät, joissa kunkin viljelmän alustan aktiivisuus muuttuu 
ajan funktiona. Etanolin vaikutusta fenyylialaniinin ottoon tutkittiin samoin kuin DMSO:n, mutta 
käytetyt etanolipitoisuudet olivat 0 % (vesi), 0,01 %, 0,1 %, 0,25 % ja 0,5 %.  
Kokeiden yhteydessä tehtiin neljä kontrollikoetta, jossa fenyylialaniinia lisättiin 5’-alustaan, josta 
puutuivat kuusisolut. Samoin kuin soluviljelmille, alustoille lisättiin vettä (0 %), 0,25 % etanolia, 
0,5 % etanolia tai 0,25 % DMSO:a. Tämän kokeen tarkoituksena oli arvioida tuikenäytteiden 
virhettä ja mahdollista DMSO:n tai etanolin vaikutusta pipetointitarkkuuteen. 
 
2.7 Koniferiinin ja koniferyylialkoholin vaikutus A3/85–solujen kuolleisuuteen 
 
 
Koniferiinin ja koniferyylialkoholin vaikutusta kuusisolujen elävyyteen tutkittiin kuten DMSO:n ja 
etanolin vaikutusta. 400 µl:n soluviljelmille lisättiin joko koniferiinia tai koniferyylialkoholia 50 
µM, 500 µM tai 1 mM loppupitoisuuteen. Kontrollina käytettiin koniferiinille vesikäsittelyä ja 
koniferyylialkoholille 0,06 % asetonikäsittelyä, sillä koniferiini liuotettiin suoraan veteen, kun 
taas koniferyylialkoholi liuotettiin ensin pieneen määrään asetonia ja vasta sitten veteen. 0,06 % 
asetoni, 50 µM ja 500 µM –käsittelyjä oli kutakin kolme kappaletta, molempia 1 mM käsittelyjä 
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kuusi ja vesikäsittelyjä kymmenen. Käsittelyjen vaikutusaika oli 60 minuuttia, jonka jälkeen solut 
värjättiin 0,25 % Evans Bluella, mikroskopoitiin ja laskettiin kuolleiden solujen osuus. 
 
2.8 Koniferiinin ja koniferyylialkoholin vaikutus BY-2-soluihin 
 
2.8.1 BY-2 – koniferyylialkoholin ja koniferiinin vaikutus kuolleiden solujen osuuteen lyhyessä 
käsittelyssä 
Koniferiinin ja koniferyylialkoholin vaikutusta BY-2-solujen elävyyteen testattiin 60 minuutin 
käsittelyllä. Kolme vuorokautta BY-2-solukon uudistuksen jälkeen nesteviljelmää jaettiin 
lasiampulleihin 400 µl ja jätettiin vuorokaudeksi pimeään, 120 rpm:n ravisteluun, +25C:een. 
Seuraavana päivänä nesteviljelmään lisättiin 50 µM, 500 µM tai 1 mM koniferiinia tai 
koniferyylialkoholia. Lisäyksen tilavuus oli aina 20 µl. Koniferiinille kontrollina käytettiin vettä ja 
koniferyylialkoholille 0,06 % asetonia. Kutakin käsittelyä tehtiin kolme kappaletta. Käsittelyn 
aikana viljelmät olivat huoneenlämmössä ja heti käsittelylisäyksen jälkeen ne peitettiin 
alumiinifoliolla. 60 minuutin kuluttua solut värjättiin Evans Bluella, mikroskopoitiin ja laskettiin, 
kuten edellisessäkin kokeessa. 
 
2.8.2 BY-2 – koniferyylialkoholin vaikutus kuivapainon kehitykseen ja ligniinin muodostukseen 
Koniferyylialkoholin vaikutusta BY-2-solujen kuivapainon kehitykseen ja koniferyylialkoholin 
mahdollisesti aiheuttamaa ligniinin muodostusta tarkasteltiin kokeessa, jossa kolme 
vuorokautta BY-2-solukon uudistuksen jälkeen nesteviljelmää jaettiin 5 ml kasvatuksiin Sterilin-
purkkeihin. Viljelmiä esikasvatettiin kaksi tuntia pimeässä, +25 C:ssa, 120 rpm:n ravistelussa, 
minkä jälkeen nesteviljelmiin lisättiin koniferyylialkoholia pitoisuuksiin 10, 100, 250 ja 500 µM, 
sekä 1 ja 2 mM. Kontrollina käytettiin 0,09 % asetonia. Lisäksi kasvua estäväksi kontrolliksi 
lisättiin 100 µg/ml kanamysiiniä. Kutakin käsittelyä oli kaksi kappaletta. Nesteviljelmiä 
kasvatettiin mainituissa oloissa. Alkuperäisestä nesteviljelmästä, joista 5 ml:n kasvatukset 
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jaettiin, otettiin kaksi 250 µl:n näytettä punnittuihin Eppendorf-putkiin, solut sentrifugoitiin 
pohjaan 5 minuuttia 500 g ja pestiin kaksi kertaa MQ-vedellä välillä sentrifugoiden ja säilöttiin -
20 °C:ssa. Samanlaisia 250 µl:n näytteitä otettiin jokaisesta 5 ml:n nesteviljelmästä 1, 2, 3, 4, 5, 
6, 7, 8 ja 11 päivää käsittelyn alettua. Solut kuivattiin lyofilisaattorissa (CHRIST GAMMA 2-16 
LSC) 19 tuntia ja Eppendorf-putket punnittiin uudelleen. Tuloksista saatiin BY-2-solujen 
kuivapainon kehitys 11 vuorokauden aikana koniferyylialkoholi- tai kontrollilisäyksestä. 
Nesteviljelmiä kuvattiin päivänä viisi ja kahdeksantena päivänä kuivapainonäytteen lisäksi 
nesteviljelmistä otettiin 250 µl:n näytteet, jotka värjättiin floroglusiinilla mahdollisen ligniinin 
löytämiseksi. Värjättyjä soluja tarkasteltiin valomikroskoopissa ottaen samalla 
mikroskooppikuvia löydetyistä värjäytyneistä ja/tai värjääntymättömistä kohdista.   
 
2.8.3 BY-2 – koniferyylialkoholin ja kaliumjodidin yhteisvaikutus kuivapainoon ja ligniinin 
muodostukseen: esikoe 
Pelkän koniferyylialkoholin, eikä ligniinin muodostuksen, vaikutuksen tutkimiseksi suoritettiin 
koe, jossa kaliumjodidia (KI) käytettiin poistamaan vetyperoksidi (H2O2) ja siten ehkäisemään 
koniferyylialkoholin polymerointia ligniiniksi (Nose ym. 1995). Koe tehtiin kuten edellinenkin 
alkutilavuuden kuitenkin ollessa 5,5 ml. Osaan nesteviljelmistä lisättiin 5 mM kaliumjodidi heti 
jaon jälkeen ja osaan vastaava määrä vettä kontrolloimaan kaliumjodidi-lisäystä. Lisäyksen 
tilavuus oli 11 µl. Kahden tunnin esikasvatuksen jälkeen kustakin viljelmästä otettiin 500 µl:n 
näyte solujen kuivapaino määrittämiseksi. Välittömästi näytteenoton jälkeen 
kaliumjodidikäsiteltyihin viljelmiin lisättiin edellistä koetta vastaavat pitoisuudet 
koniferyylialkoholi- tai 0,09 % asetoniliuosta. Lisäysten tilavuus oli 200 µl. Kaliumjodidi-kontrolli-
vesikäsiteltyihin purkkeihin lisättiin 0,09 % asetonia, 1 mM CA tai 2 mM CA. Nesteviljelmä 
kasvatettiin kuten edellisessäkin kokeessa ja 500 µl kuivapainonäytteet otettiin jokaisesta 
päivinä 2 sekä 11 ja käsiteltiin, punnittiin ja tulokset laskettiin kuten edellisessä kokeessa. Lisäksi 
11. päivänä 500 µl:n näytteet nesteviljelmistä värjättiin floroglusiinilla, mikroskopoitiin ja 
tulokset värjäytymisestä kirjattiin. 
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2.8.4 BY-2 – kaliumjodidin vaikutus kuolleiden solujen osuuteen 
Kaliumjodidin (KI) vaikutus BY-2-solujen kuolleisuuteen varmistettiin kokeella, jossa kolme 
vuorokautta vanhat BY-2-solut jaettiin Sterilin-purkkeihin 5 ml:n nesteviljelmiin. Kuhunkin 
viljelmään lisättiin käsittely, jotka olivat vesi, 200 µM KI, 2 mM KI, 5 mM KI ja 5 mM kaliumkloridi 
(KCl, kontrolloimaan kaliumin vaikutusta). Kutakin käsittelyä oli kolme kappaletta. Alkuperäisen 
nesteviljelmän kuolleiden solujen osuus määritettiin kokeenaloituspäivänä ja käsiteltyjen 
nesteviljelmien päivinä 5 ja 12. 
 
2.8.5 BY-2 – koniferyylialkoholin, sekä koniferyylialkoholin ja kaliumjodidin yhteisvaikutukset 
kuolleiden solujen osuuteen, kuivapainoon ja alustan H2O2-pitoisuuteen 
Rinnakkaiset kokeet koniferyylialkoholin vaikutuksista ja koniferyylialkoholin ja kaliumjodidin 
yhteisvaikutuksista kuolleiden solujen osuuteen ja kuivapainoon tehtiin yhtä aikaa samalla 
tavalla vaikutusten vertailun helpottamiseksi. Kolme päivää BY-2-nesteviljelmän uudistamisen 
jälkeen viljelmä jaettiin 10 ml:n eriin Sterilin-purkkeihin. Alkuperäisestä nesteviljelmästä otettiin 
kolme 500 µl:n näytettä, joista määritettiin kuolleiden solujen osuus Evans Blue-menetelmällä ja 
kolme 500 µl:n näytettä, joista määritettiin kuivapaino kuten edellisissä kokeissa. 10 ml:n 
nesteviljelmiä esikasvatettiin viisi tuntia mainituissa oloissa, jonka jälkeen niihin lisättiin joko 5 
mM kaliumjodidi- tai vesikäsittely. Tunnin kaliumjodidi- tai vesikäsittelyyn totuttelun jälkeen koe 
aloitettiin lisäämällä koniferyylialkoholi- tai kontrollikäsittely. Käsittelyt olivat 0,09 % asetoni, 50 
µM, 500 µM, 1 mM ja 2 mM koniferyylialkoholi. Kutakin käsittelyä oli kaksi rinnakkaista. Puoli 
tuntia koniferyylialkoholilisäyksestä mitattiin kunkin viljelmän alustan H2O2-pitoisuus 500 µl:n 
näytteestä, joka suodatettiin Starlabin suodattimen (S1120-1840) läpi. Näytteen H2O2-pitoisuus 
mitattiin Gay ym. (1999) kuvailemalla menetelmällä. Kuolleiden solujen osuus, kuivapaino ja 
H2O2-pitoisuus määritettiin viljelmistä myös 2, 4, 6 ja 8 päivää kokeen alettua. 
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3. TULOKSET 
 
 
3.1 Kuusisolukkolinjojen ligniinin tuotto 
 
Kuusisolukkolinjat 167/9, 167/10 ja A3/85 tuottivat jokainen kasvatusalustaansa vaaleaa, 
maitomaista ainetta, joka oli hyvin todennäköisesti ligniiniä. Kaikissa kasvatuksissa 
kasvatusalustan samentuminen oli havaittavissa jo neljä päivää liuosviljelmien aloituksen 
jälkeen. Kussakin kasvatuksessa oli lisäksi havaittavissa useiden solujen muodostamia 
aggregaatteja. Viidentenä päivänä nesteviljelmistä suodatetuista alustoista saatiin 
sentrifugoimalla kerättyä selkeät sakat. Eri linjojen sakkojen suhteellisissa painoissa oli eroja: 
A3/85 tuotti eniten (7,7 mg sakkaa / g soluja) ja 167/10 selvästi vähemmän (2,0 mg sakkaa / g 
soluja). 167/9 tuotti sakkaa linjoista vähiten (1,2 mg / g soluja). Värjättäessä sakat floroglusiinilla 
voitiin havaita niistä kaikkien sisältävän ligniiniiä (kuvat tästä eivät ole esillä). Kuudentena 
havaintopäivänä linjojen 167/9 ja 167/10 solukasvatuksissa oli entistä selkeämmin 
soluaggregaatteja, kun taas linjan A3/85 aggregaattien määrä oli pysynyt samana. 
Seitsemäntenä päivänä kunkin linjan soluissa oli havaittavissa lignifikoitumista 
mikroskopoitaessa floroglusiinilla värjättyjä soluja (Kuva 3 a, b ja c). Kustakin linjasta löytyi myös 
runsaasti soluja, joiden soluseinässä ei ligniiniä ollut. Kahdeksantena päivänä viljelmät 
muistuttivat silmämääräisesti toisiaan hyvin paljon (Kuva 3 d, e ja f). Linjan 167/10 molemmat 
viljelmät alkoivat kuolla 12 vuorokautta nesteviljelmän aloituksesta, kun taas linjan 167/9 
viljelmistä toinen alkoi kuolla 12. ja toinen 13. päivänä nesteviljelmän aloituksen jälkeen. Linjan 
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A3/85-solut alkoivat kuolla vasta 13 päivää nesteviljelmän aloituksen jälkeen. Viljelmien 
kuoleminen näkyi liuoksen ruskettumisena.  
 
 
 
 
  
                                 
 
Kuva 3. Kuusisoluja liuosviljelmissä. a – c Valomikroskooppikuvia floroglusiinilla värjätyistä 
kuusen kallussoluista seitsemän vuorokautta nesteviljelmän aloituksen jälkeen. a) 167/9, b) 
167/10 ja c) A3/85. Kuvissa punaisella värjäytyneet solut ovat lignifikoituneita. d - f 
Solukkolinjojen 25 ml:n kasvatukset kahdeksan päivää viljelmän aloituksen jälkeen. d) 167/9, e) 
167/10 ja f) A3/85. 
 
  
a) b) c) 
e) f) d) 
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3.2 ABC-transportterien bioinformatiikka 
 
Kuuselta löytyi käytetyillä hakusanoilla 348 ABC-transportteriksi nimennettyä EST:ä, jotka 
kuuluivat useisiin ABC-transportteriryhmiin. Männyn #0TT-kirjastosta löytyi 294 TC:ä ja #0U0-
kirjastosta 55. #0U0-kirjastosta löytyi yksi ABC-transportteriksi nimennetty TC, TC83625, joka on 
863 emäsparia pitkä sekvenssi. Männyn TC83625 muistuttaa kuusen TC60534:a. Analysoitaessa 
sekvenssiä Prosite- ja Pfam-sivustojen avulla saatin selville, että koodatulla mahdollisella 
proteiinilla olisi Walkerin alueen sisältävä ATP:ä sitova alue (NBD), joskaan ei nimenomaista 
ABC-transportterin tunnistussekvenssiä NBD:lle. Proteiinilla ei myöskään olisi kalvon läpäisevää 
osuutta (TMD). Sekvenssi oli homologinen lituruohon AtABCI20:lle (AtNAP9) (Marin ym. 2006). 
Muita ABC-transporttereiksi nimennettyjä TC:itä ei kirjastojen koosta huolimatta löytynyt. 
 
Vertailtaessa eri solukoiden EST-kirjastopareja toisiinsa ABC-transporttereiden osuus ei ollut 
lainkaan ilmeinen. Taulukossa 1 ovat vertailtut kirjastoparit, näiden selitteet, erot ilmenneiden 
TC:den määrässä ja TC-numero, mikäli kyseiseltä TC:ltä löytyi ATP:n sitomiskyky ja/tai 
transportteriaktiivisuus. Kirjastosta #5BN, joka on valmistettu 6-vuotiaan Pinus taedan 
kevätpuun reaktiopuusta, löytyi 31 merkittävästi enemmän ilmentyvää TC:ä verrattuna #8FB-
kirjastoon, joka on taas tehty 10-vuotiaan P. taedan tavallisesta sekundaarisesta puusta. Näistä 
TC111024:llä, TC96519:llä ja TC87632:lla oli ATP:n sitomiskyky. Sekä transportteriaktiivisuus että 
ATP:n sitomiskyky oli TC98757:llä. Nämä TC:t löytyivät siis erityisesti reaktiopuusta. 
Lähemmässä tarkastelussa #5BN-kirjastosta löytyneet ATP:n sidontakykyisiksi tai transportterina 
toimiviksi nimennetyt TC:t eivät osoittautuneetkaan ABC-transporttereiksi (Blast, Pfam ja 
Prosite). TC111024:llä oli aktiinin muodostukseen viittaavia alueita, TC96519 on ilmeisesti 
glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasi, TC87632 ribosomaalinen proteiini ja TC98757 
solunpidentäjä (elongation factor), jolla on GTP:ä sitova alue. Mistään muusta vertaillusta 
kirjastoparista ei löytynyt TC:itä, joilla olisi transportteri- tai ATP:n sitomiskyky ja jotka 
ilmenisivät nimenomaan siinä solukossa, joka tuottaa enemmän ligniiniä. Kirjastoista #72B, #8FB 
ja #FH9 löytyi kustakin yksi TC, jolla on transportteriaktiivisuus. Nämä kirjastot olivat kuitenkin 
vähemmän ligniiniä tuottavia kontrollikirjastoja, joten sekvenssien yksityiskohtia ei tarkasteltu 
lähemmin.  
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Taulukko 1. Männyn ja kuusen eri solukoista tehtyjen EST-kirjastojen vertailua. Allekkain olevia, 
samalla värillä merkattuja kirjastopareja vertailtiin keskenään. Mikäli ero jonkin TC:n EST:iden 
määrän välillä oli tilastollisesti eriävä (R>9), niin kyseinen TC merkattiin numerona R>9 –
sarakkeeseen. Mikäli näiden kirjastojen välillä eri tavoin ilmeneville TC:ille oli ennustettu 
transportteriaktiivisuus, ATP:n sitomiskyky tai nämä molemmat, sen TC-numero kirjattiin ylös. 
Kirjatoparista vahvemmin lignifikoituvan solukon TC:t on alleviivattu. 
Vertailtut 
kirjastot 
pareittain Laji Kuvailu R>9 
transportteri- 
aktiivisuus 
ATP:n  
sitomiskyky molemmat 
#0TT Pinus taeda 
Pinus taeda C, reaktiopuuta 
 0       
#0TU Pinus taeda 
Pinus taeda N, pystyn puun 
puuta 0       
#5BN Pinus taeda 
NXCI,  6-vuotiaan puun 
kevätpuu, 45° kulmaan 
taivutetun puun reaktiopuuta 5       
#72B Pinus taeda 
NXSI, 6-vuotiaan puun, 45° 
kulmaan taivutetun puun 
sivupuuta 5 TC106538     
#5BN Pinus taeda 
NXCI,  6-vuotiaan puun 
kevätpuu, reaktiopuuta 31 
 
TC111024, 
TC96519, TC87632 TC98757 
#8FB Pinus taeda 
NXPV, 10-vuotiaan, pystyn 
puun puuta 22 TC104988     
#EOS Picea glauca 
Lignifikoitunutta 
sekundääristä puuta 2       
#EOQ Picea glauca 
Lignifikoitumatonta 
sekundaarista puuta 1       
#EOS Picea glauca 
Sekundääristä puuta  
 0       
#EOT Picea glauca 
Jälttä, nilaa ja kaarnaa 
 2       
#F7U Picea glauca  
ws-x-a-3, 25-vuotiaan puun 
ulommaista puuta 5       
#F7R Picea sitchensis 
ws-pp-a-6, 25-vuotiaan puun 
nilaa 4       
#F7V Picea glauca 
ws-x-n-a-9, 25-vuotiaan puun 
ulommaita puuta 0       
#FH9 Picea glauca 
ws-pp-n-a-12, aikuisen puun 
nilaa 20 TC71818     
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3.3 ABC-transportterien inhibointi 
 
3.3.1 Fenyylialaniinin sisäänotto 
Fenyylialaniinin sisäänotto soluihin eri inhibointikokeissa oli erilainen riippuen siitä, kuinka 
suurta fenyylialaniinipitoisuutta käytettiin. Esimmäisessä, 44,7 μM:n eli 500 kBq:n 
fenyylialaniinimäärän sekä pidemmän näytteenottoaikavälin Reversiini 121-kokeessa sisäänotto 
kokeen aikana oli huomattavaa kaikissa koeviljelmissä inhibiittorilisäykseen saakka (Kuva 4a). 
Tämän jälkeen kontrollin ja 1 μM Reversiini 121 –käsitelty viljelmän sisäänotto jatkui 230 
minuutin aikapisteeseen saakka, kunnes tasoittui (kontrolli) tai kääntyi ennemminkin 
radioaktiivisten yhdisteiden ulostuonniksi (1 μM). 5 μM -käsittelyssä sisäänotto alkoi vaihdella 
inhibiittorilisäyksen jälkeen. Muissa kokeissa sisäänotto ei ollut yhtä selkeää kuin Reversiini 
121:n 500 kBq:n kokeessa (Kuva 4b-e). 100 kBq:n Reversiini 121 –kokeen ensimmäisessä 
toistossa sisäänotto oli kontrollissa sekä 0,2 μM:n Reversiini 121 -käsittelyssä vähäistä. Etenkin 
ensimmäisen aikapisteen alustan radioaktiivisuuksissa oli eroa kokeiden sisällä eri käsittelyiden 
välillä. Vaihtelu ensimmäisessa aikapisteessä voi johtua siitä, että lisätty fenyylialaniini ei ollut 
vielä kunnolla sekoittunut liuokseen näytteenottohetkellä. Vanadaattikokeissa fenyylialaniinin 
sisäänotto ei myöskään ollut selkeää (Kuva 4d ja e) vaan alustan radioaktiivisuus vaihteli koko 
kokeen ajan. Yleinen trendi oli kuitenkin kaikkien kokeiden toisesta aikapisteestä katsottuna 
alustan aktiivisuuden väheneminen. 
 
3.3.2 Yhdisteiden eritys inhibointikokeiden aikana 
Kokonaisaktiivisuudessa ei muutoksia vasteena inhibiittorikäsittelyille 
A:e:v-ajoissa, missä liikkuvat niin vapaat fenolit kuin näiden konjugaatitkin, ei voitu havaita 
inhibiittorin vaikutusta missään käsittelyssä katsottaessa kunkin alustanäytteen kaikkien 
liikkuvien yhdisteiden radioaktiivisuuksien summaa (Kuva 5). Yleisesti ottaen alustaan tulevien, 
ajoliuossysteemissä liikkuvien yhdisteiden määrä kasvoi kokeen kuluessa lähes lineaarisesti 
tasoittuen aavistuksenomaisesti loppua kohden. Kuvan 5 eri kokeiden aktiivisuudet nousevat 
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hyvin eri tasoille, mutta näiden kokeiden vertailu keskenään ei ole luotettavaa 
kokonaisaktiivisuuden rajaukseen liittyvistä syistä.  
Pitkässä Reversin 121 –kokeessa (Kuva 5a) aktiivisuus väheni sekä inhibiittori-, että 
kontrollilisäyksen jälkeen. Syytä tähän voidaan etsiä lähinnä DMSO:n vaikutuksesta ajoon. 
Lyhyissä Reversin 121 –kokeissa I ja II (Kuvat 5b ja c) Reversin 121- ja kontrolliliuoksissa oli 500 
kertaa vähemmän DMSO:a, eikä myöskään kuvan 5a tyyppistä aktiivisuuden putoamista ollut 
havaittavissa. Reversin 121:llä ei kuitenkaan ollut vaikutusta erittyvien yhdisteiden 
yhteismäärään verrattuna kunkin kokeen kontrolliin. Kuvassa 5a 1 µM Reversin 121 -käsittely 
poikkeaa kontrollista jo ennen lisäystä, joten näiden kahden vertaileminen on epäluotettavaa. 5 
µM Reversin 121 poikkeaa hieman kontrollista lisäyksen jälkeen, mutta näiden trendi on 
kuitenkin sama. a:e:v –ajosysteemissä liikkuvien radioaktiivisten yhdisteiden määrän alustassa 
voidaan olettaa kasvavan koko kokeen ajan. Tällöin solu käyttäisi fenyylialaniinia jatkuvasti 
uusien fenyylipropanoidireitin tuotteiden valmistukseen. Kuitenkin kontrollissa (Kuva 5a) 
havaitaan liikkuvien a:e:v –ajossa liikkuvien yhdisteiden määrän väheneminen. Syy tähän 
saattaa paremminkin löytyä DMSO:n vaikutuksesta ajoon kuin erityksen muutoksesta. Tällöin 
myöskään Reversin 121:n vaikutusta ei voida luotettavasti arvoida pitkässä kokeessa.  
 
Lyhyissä Reversin 121 kokeissa ei nähty samaa a:e:v –ajossa liikkuvien yhdisteiden vähenemistä 
käsittelylisäyksen jälkeen (Kuvat 5b ja 5c). Näissä kokeissa DMSO-pitoisuus olikin vain murto-
osan pitkän kokeen DMSO määrästä. Kuvassa 5b 0,2 µM Reversin 121 –käsittely poikkeaa 
kontrollista, mutta tämä on havaittavissa jo ennen käsittelylisäystä. Samassa kuvassa 1 µM 
Reversin 121 poikkeaa kontrollista hieman käsittelylisäyksen jälkeen, mutta tätä vaikutusta ei 
ollut havaittavissa saman kokeen II-toistossa (Kuva 5c), jossa kaikki viljelmät erittivät yhdisteitä 
alustaansa hyvin samalla tavalla. 
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Kuva 4. Fenyylialaniinin sisäänotto kuvattuna kasvatusalustan radioaktiivisuuden muutoksena 
ajassa inhibointikokeiden aikana. Radioaktiivisen fenyylialaniinin lisäys tehtiin kohdassa 0 
minuuttia. a) 500 kBq:n koe, jossa inhibiittorina käytettiin Reversiini 121:ä (rev), b) ja c) 100 
kBq:n kokeet, joissa inhibiittorina käytettiin Reversiini 121:ä, d) 100 kBq:n ja e) 200 kBq:n 
kokeet, joissa inhibiittorina käytettiin vanadaattia (van). Inhibiittorilisäysajankohta on merkitty 
nuolella. 
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100 kBq:n Lyhyessä vanadaattikokeessa (Kuva 5d) kontrollilla ja 10 µM vanadaattikäsittelyllä oli 
sama trendi läpi kokeen, vaikkakin vanadaattikäsittelyn aktiivisuus kulki hieman korkeammalla. 
Vanadaattikäsittely 1 µM pitoisuudessa ei ollut vertailukelpoinen, sillä sen kokonaisaktiivisuus 
poikkesi muista jo ennen käsittelylisäystä. Lyhyessä 200 kBq:n vanadaattikokeessa (Kuva 5e) 
kontrollikäsittelyn aktiivisuus tasaantui käsittelylisäyksen jälkeen, kun taas 1 µM 
vanadaattikäsittelyssä aktiivisuus jatkoi nousuaan seuraavaan aikapisteeseen. 
Vanadaattipitoisuuden ollessa 10 µM aktiivisuuden kasvu oli tasaista, mutta käyttäytyminen 
ennen käsittelylisäystä ei ollut verrattavissa kontrolliin. Pitkissä vanadaattikokeissa aktiivisuuden 
kasvu oli tasaisempaa. I-toistossa (Kuva 5f) 0,1 µM vanadaatti poikkesi hieman kontrolliviljelmän 
trendistä käsittelylisäyksen jälkeen. II-toistossa (Kuva 5g) tätä ei ollut havaittavissa. Kymmenen 
µM vanadaatilla sen sijaan on vaikutus molemmissa toistoissa: aktiivisuus kasvaa 
käsittelylisäyksen jälkeen verrattuna kontrolliin. Tämä vaikutus on selkeä etenkin II-toistossa.  
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g) Kuva 5. Alustaan eritettyjen yhdisteiden 
määrän muutos eri inhibointikokeissa. a) 
Reversin 121, pitkä koe, b) Reversin 121 lyhyt 
koe I, c) Reversin 121 lyhyt koe II, d) 
vanadaatti, lyhyt koe 100 kBq:n 
fenyylialaniinilisäyksellä, e) vanadaatti, lyhyt 
koe 200 kBq:n fenyylialaniinilisäyksellä, f) 
vanadaatti, pitkä koe I, g) vanadaatti, pitkä koe 
II. Yhdisteiden määrän muutos on laskettu 
a:e:v-ajossa liikkuvien yhdisteiden 
yhteismääristä. Inhibiittorilisäysajankohta on 
merkitty nuolella. 
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Kaikista käsittelyistä siis 10 µM 
vanadaatilla voisi olla vaikutus, jossa 14C-
leimatusta fenyylialaniinista tuotettujen 
fenoleiden ja niiden sokerijohdannaisten 
määrä kasvatusalustassa kasvaisi 
verrattuna kontrolliin. 
 
Eritetyt fenoliset yhdisteet 
Esimerkki TLC-levyn autoradiogrammista ja 
UV-valokuvasta on esitetty kuvassa 6. 
Kuusisolujen erittämät yhdisteet ja 
tunnetut merkkiyhdisteet saivat b:e-ajoissa 
vaihtelevia Rf-arvoja (Taulukko 1). 
Näytteistä pääasiassa etsityt yhdisteet, 
koniferyylialkoholi ja p-kumaryylialkoholi 
erottuivat ajosysteemissä suurinpiirtein 
samoin kuin suuri joukko solujen erittämiä 
yhdisteitä, mutta mikään ei osunut täysin 
samaan kohtaan tarkkailtaessa näytteiden 
sisäisiä merkkiyhdisteitä (tulokset tästä 
eivät ole esillä). Näitä monolignoleita voi 
kuitenkin alustanäytteessa silti olla ainakin pieniä määriä, sillä b:e-ajoissakin eri yhdisteiden 
välillä oli havaittavissa taustaa, joka voisi peittää pienen pitoisuuden alleen. Ainoastaan 
ferulahappo sai täsmälleen saman Rf-arvon kuin alustanäytteiden yhdiste l. Yhdiste ei 
kuitenkaan massaspektrometriatulosten mukaan ollut ferulahappoa [ferulahapon Mw = 194, 
(M+1) = 195 (M-1) = 193], vaikka näytteen yhdisteen radioaktiivisuuden tuoma lisäpaino 
otettiinkin huomioon. Massa- ja UV-tulokset eivät ole esillä. 
yhdiste Rf tunnettu yhdiste Rf 
  
sinapyylialkoholi 0 
a 0,06-0,08 kahvihappo 0,05-0,08 
b 0,08-0,10 
  
c 0,12 
p-kumaryyli-
alkoholi 0,11-0,14 
d 0,15-0,16 
  e 0,19-0,23 pinoresinoli 0,23-0,24 
f 0,25 kumariinihappo 0,23-0,24 
g 0,23-0,27 koniferyylialkoholi 0,19-0,27 
h 0,26-0,30 
  i 0,28 
  j 0,32-0,36 
  k 0,34 
  l 0,33-0,44 ferulahappo 0,35-0,43 
m 0,44 
  
  
kanelihappo 0,46 
n 0,52 
  o 0,41-0,56 
  p 0,56 
  q 0,45-0,61 
  r 0,48-0,68 
  
Taulukko 1. Alustanäytteiden b:e-ajoissa 
löydetyt yhdisteet a – r, merkkiyhdisteet ja 
näiden Rf-arvot. Merkkiyhdisteet ja eritetyt 
yhdisteet on merkitty samalle riville mikäli Rf-
arvot ovat päällekäisiä, mikä ei todista eritetyn 
yhdisteen olevan sama kuin merkkiyhdiste 
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Kuva 6. Yhdistelmä TLC-levyn autoradiogrammista ja UV-valokuvasta. Esillä on lyhyen, 100 kBq:n 
vanadaattikokeen 0 ja 1 µM käsittelyjen b:e-ajo. Näytteet ladattiin levyn alareunaan 
aikajärjestyksessä: 6, 30, 50, 66 ja 100 minuuttia fenyylialaniinilisäyksestä. Inhibiittorilisäys 
tehtiin heti 50 minuutin aikapisteen jälkeen. Fenoliset yhdisteet ajautuivat TLC-levyllä 
liuotinrintaman takana. Fenyylialaniini ja fenoleiden sokerijohdannaiset jäävät b:e-ajossa 
latauspisteeseen eivätkä liiku. Glukoosistandardipisteiden (std) radioaktiivisuus tunnettiin 
eivätkä ne liikkuneet ajossa. Merkkiyhdisteet koniferyylialkoholi (CA) ja p-kumaryylialkoholi (p-
cum) ladattiin samalle riville näytteiden kanssa ja ne saatiin näkyviin kuvaamalla levy UV-valossa 
(254 nm). Kohdistuspisteillä autoradiogrammi ja UV-valokuva saatiin asetettua päällekäin oikein 
Photoshop-ohjelmassa. 
 
 
Vaikkei siis yhtään eritetyistä yhdisteistä voitu tunnistaa, on selvää, että solut tuottavat hyvinkin 
nopeasti fenyylialaniinista paljon erilaisia yhdisteitä ja erittävät ne alustaansa. Yleisesti 
vanadaattikokeissa tarkkailtiin useamman yhdisteen määrän muutosta kuin Reversin 121 -
kokeissa (Taulukot 2 ja 3). Tämä johtuu ajoon liittyvistä seikoista (kuten ajotankin asettumisaika) 
ja inhibiittorin liuottimen (DMSO) aiheuttamista ongelmista ajossa (Reversin 121). 
 
std 
liuotinrintama 
kohdistuspiste 
latauspiste 
näytteitä aikajärjestyksessä 
CA 
p-cum 
ajautuneita 
yhdisteitä  
(a – r) 
0 µM 1 µM 
54 
 
Erot yksittäisten fenolisten yhdisteiden erityksessä ja inhibiittorien vaikutukset 
Taulukosta 2 voidaan nähdä yksittäin eri fenolisten yhdisteiden määrän muutoksia kokeista, 
joissa Reversin 121 oli inhibiittorina. Yleisesti voidaan sanoa, että yhdisteiden määrä kasvoi 
kokeen alkupuoliskolla ja kasvu hidastui kokeen jälkimmäisellä puoliskolla eli käsittelylisäyksen 
jälkeen. Poikkeuksena tästä oli yhdiste q, jonka määrän kasvu kiihtyi käsittelylisäyksen jälkeen 
pitkässä Revesin 121 -kokeessa. Yhdisteitä, joiden määrän Reversin 121 oli saanut vähenemään 
verrattuna kontrolliin, olivat b, e, l, n ja q. Tämä ei kuitenkaan ollut toistettavissa. Lisäksi saman 
kokeen sisällä eri käsittelyiden solut erittivät yhdisteitä eri tavoin jo ennen Reversin 121 –
lisäystä. Reversin 121:llä ei siis käytetyillä pitoisuuksilla ja inhibointiajoilla voitu todistaa olevan 
vaikutusta kuusen A3/85-solujen fenyylialaniinista syntetoitujen yhdisteiden eritykseen. 
 
Vanadaatillakaan ei käytetyillä pitoisuuksilla ja käsittelyajoilla ollut fenolisten yhdisteiden 
eritystä inhiboivaa vaikutusta (Taulukko 3). Lähes kaikista yhdisteistä löytyi tapauksia, joissa 
inhibiittorikäsitellyt solut erittivät vähemmän jotakin yhdistettä vanadaatinlisäyksen jälkeen (b, 
c, d, g, h, i, j, k, l, o, p, q ja r). Tämä ei kuitenkaan ollut toistettavissa eri kokeissa, eikä niin 
sanottu inhibointi ollut pitoisuusriippuvainen. Lisäksi, kuten Reversin 121 –kokeissa, solujen 
eritys ennen inhibiittorilisäystä ei ollut samanlainen viljelmissä kokeen sisällä. 
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Taulukko 2. Reversin 121:n vaikutus A3/85-solujen erittämien 14C-leimattujen fenolisten 
yhdisteiden eritykseen. Fenoliset yhdisteet eroteltiin b:e-ajossa ja nimettiin kirjaimilla a – r 
hitaimmasta nopeimmin kulkeutuvaan. Yhdisteen eritys ennen inhibiittorilisätystä (40 200 min 
tai 6 – 50 min) ja sen jälkeen (200 – 370 min tai 50 – 100 min) on kuvattu muutosnopeudella 
(radioaktiivisuuden muutos minuuttia kohden *1000 eli Bq / min *1000). Muutos (%) kuvaa 
eritysnopeuden muutoksen suhdetta kontrollikäsittelyn eritysnopeuteen ennen 
käsittelylisäystä. * Mahdollinen inhibitiohavainto, mikäli arvo kontrollia pienempi. 
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b         0 µM 198,4 101 -29,6 137,2 14,3 -26,0 
          0,2 µM 149 1,4 -44,8* 55,1 95,3 8,5 
          1 µM 206,7 -129,9 -102,2* 40,4 -76,2 -24,7 
e 0 µM 34 -42,6 -11,1 0 µM 120 22,4 -21,8 90,9 21,3 -16,1 
  1 µM 10,2 -16,8 -3,9 0,2 µM 82,7 20,5 -13,9 76,3 50,5 -5,9 
  5 µM 8,2 -21,5 -4,3 1 µM 120,9 1,3 -26,7* 70,6 24,5 -10,6 
l 0 µM 9 -5,1 -2,3 0 µM 9,5 -0,5 -2,0 5,5 2,4 -0,9 
  1 µM 13,5 -2,2 -2,6* 0,2 µM 7,5 0,8 -1,3 6 4,7 -0,4 
  5 µM 11,1 -5,5 -2,7* 1 µM 13,1 -1,5 -2,8* 5,1 2 -0,9 
n 0 µM 0,4 -0,5 -0,1               
  1 µM 0,8 -0,6 -0,2*               
  5 µM 0,1 -1,4 -0,2*               
o 0 µM 0,4 -1 -0,2 0 µM 9,9 -7,3 -2,7 6,3 -1,1 -1,4 
  1 µM 0,03 -1,4 -0,2 0,2 µM 4,2 -1,1 -0,8 6,7 1 -1,1 
  5 µM 0,2 -0,1 0,0 1 µM 10,3 -1,9 -1,9 7,3 0,9 -1,2 
q 0 µM -0,4 0,2 0,1 0 µM 5,9 -0,09 -1,2 3,2 1 -0,5 
  1 µM -1,1 -0,4 0,1 0,2 µM 4,1 -0,09 -0,8 2,5 1,5 -0,2 
  5 µM -2,1 3 0,9 1 µM 7,7 0,7 -1,4* 2,8 0,1 -0,7* 
r 0 µM 0,1 -1,1 -0,1 0 µM 3,6 -3,1 -1,0       
  1 µM -0,09 -0,7 -0,1 0,2 µM 4,1 0 -0,6       
  5 µM 0,3 -0,006 0,0 1 µM 0,03 0 0,0       
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Taulukko 3. Vanadaatin vaikutus A3/85-solujen erittämien 14C-leimattujen fenolisten 
yhdisteiden eritykseen. Fenoliset yhdisteet eroteltiin b:e-ajossa ja nimettiin kirjaimilla a – r 
hitaimmasta nopeimmin kulkeutuvaan. Yhdisteen eritys ennen inhibiittorilisätystä (6 – 50 tai 40 
– 200 min) ja sen jälkeen (50 – 100 tai 200 – 370 min) on kuvattu muutosnopeudella 
(radioaktiivisuuden muutos minuuttia kohden *1000 eli Bq / min *1000). Muutos (%) kuvaa 
eritysnopeuden muutoksen suhdetta kontrollikäsittelyn eritysnopeuteen ennen 
käsittelylisäystä. * Mahdollinen inhibitiohavainto, mikäli arvo kontrollia pienempi. 
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a 0 µM 130,9 -63,3 -32,5 363,5 -73 -80,0 0 µM       233,4 114,1 -35,3 
  1 µM 41,1 -53,3 -15,8 196,1 -244,8 -80,8* 0,1 µM       259,1 126,5 -39,2* 
  10 µM 88,2 -40,2 -21,5 256,8 -133,6 -71,6 1 µM       161,7 116,9 -13,2 
                10 µM       159,6 112,9 -13,8 
b 0 µM 57,3 -27,5 -14,2 211,6 -20,6 -44,4 0 µM 31,6 7,6 -5,6 119,0 -84,5 -32,3 
  1 µM 35,3 -39,9 -12,6 185,4 -155,5 -65,2* 0,1 µM 21,0 5,4 -3,6 8,4 -81,5 -14,2 
  10 µM 55,4 -9,4 -10,9 84,8 -44,9 -24,8 1 µM 43,6 10,2 -7,7* 47,6 -74,0 -19,3 
                10 µM 61,1 53,5 -1,8 34,7 -49,4 -13,3 
c 0 µM 25,5 -10,2 -6,1 140,2 6,9 -27,4 0 µM       5,1 -26,8 -3,7 
  1 µM 6,7 -25 -5,4 123,3 -62,4 -38,1* 0,1 µM       -5,1 -20,3 -1,8 
  10 µM 24,4 5,3 -3,3 31,3 -14 -9,3 1 µM       10,9 -21,7 -3,8* 
                10 µM       19,9 -63,4 -9,7* 
d 0 µM 14 -7,3 -3,5 71,2 -13,6 -15,6 0 µM       13,6 -24,4 -5,2 
  1 µM 5,7 -4 -1,6 71,8 -20,7 -17,0* 0,1 µM       11,6 -29,5 -5,6* 
  10 µM 14,4 2,6 -2,0 18,5 -24,2 -7,9 1 µM       18,9 -21,0 -5,4* 
                10 µM       23,3 73,3 6,8 
e 0 µM 6,9 -1,2 -1,5 42 12,7 -7,1 0 µM 148,6 -158,4 -45,6 25,7 -167,5 -21,9 
  1 µM 3,7 1,1 -0,5 32,1 17,9 -3,5 0,1 µM 46,2 -98,8 -21,5 11,6 -199,9 -24,0* 
  10 µM 8,9 3 -1,1 19,3 -8,1 -6,7 1 µM 188,4 -68,1 -38,1 249,1 -307,7 -63,1* 
                10 µM 318,1 30,0 -42,8 280,0 -322,8 -68,3* 
f 0 µM -137,3 -0,05 27,5                     
  1 µM -0,2 0,7 0,2*                     
  10 µM 3,7 1 -0,5*                     
                              
g 0 µM 0,2 -0,6 -0,1 24 4,1 -4,4 0 µM       -11,0 -18,7 0,3 
  1 µM -0,9 -137,3 -17,1* 17,5 9,8 -1,7 0,1 µM       -26,8 -16,9 -0,4* 
  10 µM 2 -0,7 -0,3* 17,9 -11 -6,4* 1 µM       4,8 -21,3 1,1 
                10 µM       -29,0 -69,0 1,7 
h 0 µM 0,7 0,05 -0,1 9,5 2,2 -1,7 0 µM       7,5 -8,4 -2,3 
  1 µM 0 -0,9 -0,2* 1,8 0,9 -0,2 0,1 µM       0,1 -13,8 -2,0 
  10 µM 0,4 0 -0,1 4,3 0,05 -1,0 1 µM       12,6 -18,1 -4,5* 
                10 µM       11,8 -11,3 -3,4* 
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i               0 µM       -2,1 11,8 1,6 
                0,1 µM       1,5 -10,9 -1,4* 
                1 µM       6,9 -5,6 -1,4* 
                10 µM       8,5 -10,3 -2,2* 
j 0 µM 0,9 -4 -0,6 4,7 1,4 -0,8 0 µM       -2,0 -3,6 0,0 
  1 µM -0,4 0,2 0,1 0,9 -0,6 -0,4 0,1 µM       -4,1 3,0 -0,2* 
  10 µM 1,3 0,2 -0,1 4,3 0,2 -1,0* 1 µM       0,5 1,0 0,0 
                10 µM       -3,0 1,0 -0,1* 
k               0 µM       0,6 -0,3 -0,2 
                0,1 µM       -6,7 -8,3 -0,3* 
                1 µM       4,1 -6,3 -1,7* 
                10 µM       -5,0 22,1 4,5 
l 0 µM 18,1 12,6 -2,4 21,3 11,9 -3,1 0 µM 145,0 5,8 -28,4 58,7 -91,6 -20,9 
  1 µM 14,8 13,4 -0,6 19,1 4,7 -4,7* 0,1 µM 144,2 -12,0 -31,9* -6,7 -89,9 -11,6 
  10 µM 21,3 11,1 -4,4* 38,9 1,5 -12,2* 1 µM 184,1 35,7 -30,3* 68,7 -105,9 -24,3* 
                10 µM 152,0 27,7 -25,4 34,8 -107,1 -19,7 
n 0 µM 1,2 -1,8 -0,4 0,2 0,2 0               
  1 µM 1,3 -1,5 -0,4 -0,7 -0,9 -0               
  10 µM 0,5 0,2 0,0 2,1 -0,09 -0               
                              
o 0 µM 0,7 -0,3 -0,2 -2,9 -5,9 -0,01 0 µM       0,2 0,1 0,0 
  1 µM -4,6 -2,9 0,3 -6,5 -10,6 -0,01 0,1 µM       -2,8 5,1 2,4 
  10 µM -0,6 -0,4 0,0 3 -3,8 -0,02* 1 µM       20,7 -31,4 -15,6* 
                10 µM       10,1 3,0 -2,1* 
p               0 µM -3,8 -4,4 0,3       
                0,1 µM -4,7 -6,7 1,1       
                1 µM -2,8 -3,0 0,1*       
                10 µM -4,2 -2,6 -0,9*       
q 0 µM -0,9 2E-15 0,2 -6,1 -6,3 0,6 0 µM -15,9 -15,4 1,6       
  1 µM -3 2E-15 0,6 -7,3 -8,6 3,8 0,1 µM -13,5 -14,5 -3,3*       
  10 µM -3,4 -1,1 0,5 -0,8 -8,6 23,0 1 µM -11,8 -4,5 23,9       
                10 µM -17,7 10,0 90,9       
r 0 µM       0,2 -0,2 -0,1 0 µM 4,7 -9,0 -1,8 -16,1 12,5 4,5 
  1 µM       0 0 0,0 0,1 µM -6,4 -10,2 -0,5 -18,5 2,4 3,3* 
  10 µM       3,5 -4,1 -1,1* 1 µM -0,4 -7,0 -0,9 12,6 -8,9 -3,4* 
                10 µM -6,7 -5,6 0,1 19,0 35,0 2,5* 
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3.3.3 Etanolin ja DMSO:n vaikutus A3/85-solujen fenyylialaniinin sisäänottoon ja 
kuolleisuuteen 
Reversin 121 liukenee heikosti, joten se täytyi liuottaa ensin DMSO:hon tai etanoliin. Pitkän 
linjan Reversin 121 –kokeen kontrollin fenyylialaniinin heikon oton takia (Kuva 4a) DMSO:n 
vaikutusta sisäänottoon ja solujen kuolleisuuteen täytyi testata. DMSO tai etanoli eivät 
vaikuttaneet fenyylialaniinin sisäänottoon (Kuva 7 a ja c) tai solujen kuolleisuuteen (Kuva 7 b ja 
d). 
 
  
  
Kuva 7. Etanolin ja DMSO:n vaikutus A3/85-solujen a) ja c) 14C-leimatun fenyylialaniinin ottoon, 
sekä b) ja d) kuolleiden solujen osuuteen. n=2. Tulokset k.a.±keskihajonta. 
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3.4 Koniferyylialkoholin ja koniferiinin vaikutus A3/85-solujen elävyyteen 
 
Ulkoisesti lisätyllä koniferyylialkoholilla tai koniferiinilla ei tunnin käsittelyn aikana havaittu 
olevan suurta vaikutusta A3/85-solujen elävyyteen (Kuva 8). Kuvassa 8 koniferiinikäsitellyillä 
soluilla näyttäisi olevan suurempi kuolleisuus kuin kontrollisoluilla varsinkin 50 µM -
pitoisuudessa. Tämä ero ei kuitenkaan ole tilastollisesti merkitsevä, kuten eivät pienet erot 
muidenkaan käsittelyjen välillä (ANOVA, Tukey-Kramer HSD testi, P>0,05). Yleisesti ottaen 
kaikissa käsittelyissä kuolleiden solujen osuus oli hyvin alhainen. 
 
 
 
 
Kuva 8. Koniferiinin ja koniferyylialkoholin (CA) vaikutus A3/85-solujen kuolleiden solujen 
osuuteen 60 minuutin käsittelyn jälkeen. 0,06 % asetoni, 50 µM ja 500 µM -käsittelyille n=3, 1 
mM käsittelyille n=6, vesikäsittelylle n=10. Tulokset toistojen k.a.±SE.  
 
 
 
  
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
ku
o
lle
id
en
 s
o
lu
je
n
 o
su
u
s 
(%
)
käsittely
60 
 
3.5 Koniferiinin ja koniferyylialkoholin vaikutukset BY-2-soluihin 
 
3.5.1 BY-2 – koniferyylialkoholin ja koniferiinin vaikutus kuolleiden solujen osuuteen lyhyessä 
käsittelyssä 
Tunnin kokeessa ei koniferiinilla tai koniferyylialkoholilla voitu havaita olevan vaikutusta BY-2-
solujen kuolleisuuteen. Kuvassa 9 vesikontrollin kuolleisuuden voidaan havaita olevan koko 
kokeen suurimpia ja hajonnan olevan hyvin suuri. Siten ainakaan koniferiinilla ei näyttäisi olevan 
vaikutusta. Asetonikontrollin kuolleisuus näyttää matalammalta kuin 
koniferyylialkoholikäsittelyissä. Kuitenkin hajonta koniferyylialkoholikäsittelyissäkin on suurta, 
eikä vaikutus näytä kasvavan pitoisuuden noustessa, vaan 500 µM koniferyylialkoholi antoi 
kokeessa suurimman kuolleisuuden, joskin hajonta oli tässä käsittelyssä hyvin suuri. Mitkään 
käsittelyt eivät antaneet tilastollisesti merkitsevää eroa T-testillä. 
 
 
 
Kuva 9. Koniferyylialkoholin (CA) ja koniferiinin vaikutus BY-2-solujen kuolleiden solujen 
osuuteen 60 minuutin käsittelyn jälkeen. n=3. Tulokset toistojen k.a.±SE. 
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3.5.2 BY-2 – koniferyylialkoholin vaikutus solujen kasvuun ja ligniinin muodostumiseen 
Normaalitilanteessa BY-2-solujen kasvu noudattaa tavallista soluviljelmien sigmoidista 
kasvukäyrää, jossa solumäärän kasvu on aluksi hidasta (lag-vaihe) ja muuttuu tämän jälkeen 
hyvin nopeaksi (eksponentiaalinen vaihe). Eksponentiaalisen vaiheen jälkeen solujen määrän 
kasvu tasoittuu ja lopulta pysähtyy (stationäärinen vaihe). Solujen määrä saattaa jopa hieman 
laskea, sillä solut kuolevat käytettävissä olevien ravinteiden ehtyessä (Street 1977). Nämä kaikki 
vaiheet voidaan nähdä myös BY-2-solujen kontrollikäsittelyn kuivapainon kehityksessä 11 
vuorokauden aikana (Kuva 10).  
 
Yleisesti ottaen koniferyylialkoholi esti kuivapainon kasvua tai aiheutti kasvun hidastumisen 11 
vuorokauden kokeessa verrattuna kontrolliin (Kuva 10). Hidastuminen näytti johtuvan 
pidentyneestä lag-vaiheesta. Ero kontrolliviljelmien ja koniferyylialkoholikäsittelyiden välillä oli 
suurimmillaan neljä ja viisi päivää käsittelylisäyksestä. Hidastava vaikutus oli sitä suurempi, mitä 
suurempi koniferyylialkoholipitoisuus oli. Kuitenkin 1 mM ja sitä alhaisemmilla 
koniferyylialkoholipitoisuuksilla ero kontrollin ja käsittelyiden välillä alkoi kutistua kuudentena 
päivänä, kunnes kahdeksantena päivänä eroa kuivapainossa ei enää voitu havaita.  
 
2 mM koniferyylialkoholikäsittely poikkesi tästä trendistä hieman. Kahdesta toistosta vain toisen 
kuivapaino alkoi loppujen lopuksi kasvaa ja tämäkin kasvu tapahtui hyvin myöhään. Kasvua oli 
hieman päivinä 6 – 8, mutta 11. päivänä kuivapaino kasvoi runsaasti. Toisessa toistossa 
kuivapaino taas ei kasvanut edes 11. päivänä.  
 
100 µg/ml kanamysiini hidasti kasvua selkeimmin lukuunottamatta toista 2 mM 
koniferyylialkoholikäsittelyä (kuva 10). Toistojen määrän ollessa ainoastaan kaksi, ei tilastollista 
eroa käsittelyille voitu kuitenkaan laskea. Koniferyylialkoholilla näyttäisi selkeästi kuitenkin 
olevan konsentraatioriippuvainen negatiivinen vaikutus BY-2-solujen kuivapainon kasvuun. 
 
Samassa kokeessa oli 2 mM koniferyylialkoholikäsittelyssä huomattavissa kasvatusliuoksen 
samenemista, kun kasvatusliuos muissa käsittelyissä oli lähes kirkas. Viisi päivää käsittelyn  
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Kuva 10. Koniferyylialkoholin (CA) ja kanamysiinin vaikutus BY-2-solujen kasvuun. Kasvu on 
mitattu 250 µl näytteen kuivapainon muutoksesta ennen käsittelyä ja useina päivinä 
käsittelylisäyksen jälkeen. Päivä 0 n=3±keskihajonta, muuten n=2±keskihajonta, paitsi 0,09 % 
asetonilla 11. päivän ja 10 µM CA:lla päivien 4 – 11 kohdalla n=1. 
 
 
alettua otetuissa kuvissa sameneminen on hyvin havaittavissa (Kuva 11). Lisäksi alle 500 µM 
koniferyylialkoholikäsittelyistä huomattiin, että kasvatuksien solut olivat BY-2-soluille 
tyypillisesti kellertäviä, kun taas 1 mM ja 2 mM -käsittelyistä kellertävyys puuttuu. Tällöin näissä 
kasvatuksissa solujen määrä ei vielä ollut kasvanut kovin korkeaksi (kuva 10). Sama voitiin 
todeta kanamysiinikäsittelystä. 
 
Kokeessa huomattiin myös koniferyylialkoholin aiheuttavan ligniininmuodostusta soluseinissä 
värjättäessä BY-2-soluja floroglusiinilla kahdeksan päivää kokeen aloituksen jälkeen (Kuva 12). 
Selkeästi eniten värjäytymistä oli havaittavissa 2 mM koniferyylialkoholilla käsiteltyjen solujen 
seinissä (Kuva 12h). 1 mM käsittelyssä värjäytyneiden solujen löytäminen 
mikroskooppinäytteestä oli vielä helppoa (Kuva 12g), mutta 500 ja 250 µM käsitttelyistä 
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Kuva 11. BY-2-soluja viisi vuorokautta käsittelylisäyksen jälkeen. 
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Kuva 12. Floroglusiinilla värjättyjä BY-2-soluja kahdeksan päivää käsittelyn alettua. a) vesi b) 
0,09 % asetoni c) 10 µM CA d) 100 µM CA e) 250 µM CA f) 500 µM CA g) 1 mM CA h) 2 mM CA ja 
i) 100 µg/ml kanamysiini. Lignifikoituneet alueet merkitty nuolella. 
 
 
tällaisia soluja löytyi enää hyvin harvassa (Kuvat 12e ja 12f) ja 100 µM -käsittelyistä vain 
muutama, solujen muuten näyttäessä täysin normaaleilta. 10 µM koniferyylialkoholikäsittelyssä, 
kontrolleista tai kanamysiinikäsittelyistä värjäytyneitä soluseiniä ei löytynyt lainkaan (Kuvat 12a 
- c, i). 
 
3.5.3 BY-2 – koniferyylialkoholin ja kaliumjodidin yhteisvakutus kuivapainoon: esikoe 
Toisessa kokeessa, jossa 1 ja 2 mM koniferyylialkoholin vaikutusta solujen kasvuun tarkkailtiin 
kuivapainon avulla 0, 2 ja 11 vuorokautta käsittelyn alusta, oli nähtävissä, että 11. päivänä 
kuivapaino molemmissa käsittelyissä oli jopa korkeampi kuin kontrollissa (Kuva 13, kolme 
a) b) c) 
d) e) f) 
g) h) 
i) 
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viimeistä käsittelyä). Tosin toisena päivänä koniferyylialkoholikäsittelyiden kuivapaino oli 
alhaisempi kuin kontrollissa.  
 
Samassa kokeessa 5 mM kaliumjodidin huomattiin ehkäisevän BY-2-solujen kasvua hyvin 
tehokkaasti. Mielenkiintoista oli, että koniferyylialkoholi 500 µM pitoisuutena (ja jossain määrin 
myos 250 µM:na) esti kaliumjodidin kasvua ehkäisevää vaikutusta ja 11 vuorokautta kokeen 
aloituksesta 500 µM koniferyylialkoholi + kaliumjodidi -käsittelyn kuivapaino on aivan selkeästi 
pelkkää kaliumjodidikäsittelyä ylempänä. Muilla koniferyylialkoholipitoisuuksilla ei näyttänyt 
olevan vaikutusta, joka poikkeaisi kontrollista. Kaliumjodidilla käsitellyistä nesteviljelmistä ei 
löytynyt floroglusiinilla punaiseksi värjäytyneitä soluseiniä tai muita osia, kun taas pelkällä 
koniferyylialkoholilla käsittelyistä niitä löytyi. Kaliumjodidin siis voidaan sanoa ehkäisevän 
koniferyylialkoholin aikaansaamaa indusoitua ligniinin muodostusta BY-2-soluissa. 
 
 
 
Kuva 13. Koniferyylialkoholin (CA) ja 5 mM kaliumjodidin (KI) yhteisvaikutus BY-2-solujen 
kasvuun 0, 2 ja 11 vuorokautta käsittelyn aloituksesta. n=2 ja tulokset k.a.±keskihajonta. 
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3.5.4 BY-2 – kaliumjodidin vaikutus kuolleiden solujen osuuteen 
Kaliumjodidin huomattiin kasvattavan BY-2-solujen kuolleisuutta 12 vuorokauden viljelyn 
aikana. Tämä vaikutus oli pitoisuusriippuvainen (Kuva 14). Viidentenä päivänä lisäyksestä 2 mM 
kaliumjodidi johti suurimpaan kuolleisuuteen (yli 50 %), kun se 250 µM:ssa jäi alle 30 %:een ja 5 
mM:ssakin alle 40 %:ään. 12 vuorokauden kuluttua 5 mM lisäyksestä noin 90 % BY-2-soluista oli 
kuolleita, kun taas samana päivänä 200 µM:n aiheuttama kuolleisuus oli keskimäärin 40 % ja 2 
mM:n aiheuttama hieman alle 80 %.  Vesi ja kaliumkloridi –käsittelyissä kuolleiden solujen osuus 
puolestaan laski ajan kuluessa. 
 
 
 
Kuva 14. Kaliumjodidin (KI) vaikutus BY-2-solujen kuolleisuuteen. 5 mM kaliumkloridia (KCl) 
käytettiin kontrollina kaliumin tähden. n=3. Tulokset k.a.±SE. 
 
 
3.5.5 BY-2 – koniferyylialkoholin sekä koniferyylialkoholin ja kaliumjodidin yhteisvaikutukset 
kuolleisuuteen ja kasvuun 
Myöhemmin suoritetussa, kahdeksan vuorokautta kestäneessä kokeessa huomattiin 
koniferyylialkoholin vaikuttavan BY-2-solujen kuolleisuuteen (Kuva 15a), vaikka yhden tunnin 
käsittelyillä vaikutusta ei saatukaan näkyviin (Kuva 9). Kahden vuorokauden kuluttua 2 mM –
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käsittelyssä kuolleita soluja oli jo selkeästi enemmän (yli 18 %) verrattuna kontrolliin (alle 2 %) 
(Kuva 15a). Tästä käsittelyn kuolleiden solujen osuus vain nousi, kunnes se 2 mM 
koniferyylialkoholin molemmissa toistoissa oli kuuden vuorokauden kuluttua 100 %. Myös 1 mM 
ja 500 µM -käsittelyt poikkesivat kontrollista. Molemmissa käsittelyissä voitiin huomata selkeä 
kuolleiden solujen korkeampi määrä neljä vuorokautta käsittelyn alusta. Myöhemmin tämä 
vaikutus hävisi. 1 mM –käsittelyssä tämä vaikutus oli voimakkaampi kuin 500 µM –käsittelyssä. 
Myös kontrollissa oli havaittavissa pieni hyppäys kuolleiden solujen osuudessa juuri neljäntenä 
päivänä.  
 
Yhdistettynä 5 mM kaliumjodidikäsittelyyn koniferyylialkoholilla oli hyvin erilainen vaikutus 
(Kuva 15b). Kontrolliviljelmässä kuolleisuus nousi yli 50 %:n neljäntenä päivänä, jonka jälkeen se 
hieman laski. Kaliumjodidi yhdistettynä koniferyylialkoholikäsittelyihin sai taas kaikissa 
pitoisuuksissa aikaan kuolleisuuden kasvun aina kahdeksanteen päivään asti. 2 mM 
koniferyylialkoholi + 5 mM kaliumjodidi vaikutti selvimmin tappaen lähes kaikki solut jo 
neljäntenä päivänä. Kaliumjodidi + koniferyylialkoholi 500 µM ja 1 mM -pitoisuuksissa taas 
ehkäisi kuolleisuuden kasvun kontrollin tasolle neljäntenä päivänä, mutta 500 µM 
koniferyylialkoholi + kaliumjodidi -käsittelyssä kuolleisuus nousi lopuksi kontrollin tasolle. 
Koniferyylialkoholi 1 mM –pitoisuudesssa yhdistettynä kaliumjodidikäsittelyyn taas aiheutti 
loppujen lopuksi lähes kaikkien solujen kuoleman. Kaliumjodidi + 50 µM 
koniferyylialkoholikäsittely seurasi hyvin kontrollia päätyen kuitenkin viimeisenä päivänä 
selkeästi suurempaan kuolleiden solujen osuuteen kuin kontrolli. 
 
Kuolleisuuden lisäksi mikroskooppikuvista voitiin havaita kaliumjodidikäsittelyn vaikutus BY-2-
solujen muotoon (Kuva 16). Normaalisti BY-2-solut ovat hyvin pitkiä ja muodostavat solujonoja. 
Kaliumjodidikäsitellyt solut ovat kuitenkin hyvin paljon tavallisia soluja pienempiä ja 
pyöreämpiä. Käsitellyt solut näkyivät usein monen solun muodostamina ryhminä. 
Koniferyylialkoholi lisättynä kaliumjodidikäsittelyyn ei muuttanut solujen ulkonäköä verrattuna 
pelkkään kaliumjodidikäsittelyyn. Pelkkä koniferyylialkoholi taas sai 2 mM –pitoisuudessa aikaan  
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Kuva 15. Koniferyylialkoholin (CA) (a), sekä CA:n ja 5 mM kaliumjodidin (KI) (b) vaikutus BY-2-
solujen kuolleisuuteen. n=2. Tulokset k.a.±keskihajonta. 
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pienten raemaisten, ruskehtavien partikkelien muodostumisen BY-2-solujen soluseiniin (Kuva 
16f). Samanlaisia partikkeleita pystyi näkemään myös liuoksessa vapaana. 
 
Seurattaessa solujen kasvua pelkän koniferyylialkoholilisäyksen kanssa, huomattiin, että 
kontrolliviljelmä kasvoi hyvin, samoin kuin 50 ja 500 µM –käsittelyt (Kuva 17a). 
Koniferyylialkoholin 2 mM –pitoisuus ehkäisi solujen kasvun kokonaan, mikä selittyykin sillä, 
että solut olivat kuolleita (Kuva 15a). BY-2-solut 1 mM koniferyylialkoholikäsittelyssä kasvoivat 
selvästi heikommin kuin kontrollikäsittelyssä. Tätä ei voida selittää kuolleisuustuloksien avulla 
(Kuva 15a), joissa 1 mM käsittely poikkesi kontrollista verrattain vähän. 
 
5 mM kaliumjodidi puolestaan ehkäisi kasvun hyvin tehokkaasti kaikissa käsittelyissä 500 µM 
koniferyylialkoholilisäyksen ollessa poikkeus, jossa viljelmä pystyi noin kolminkertaistamaan 
painonsa kahdeksassa päivässä (kuva 17b). Samanlainen 5 mM kaliumjodidin ja 500 µM 
koniferyylialkoholin yhteisvaikutus huomattiin jo aiemmin (Kuva 13). 5 mM kaliumjodidi + 50 
µM koniferyylialkoholikäsittelyn solut eivät onnistuneet lisäämään kuivapainoaan huolimatta 
siitä, etteivät ne kuolleet yhtä nopeasti kuin 5 mM kaliumjodidi + 1 ja 2 mM CA –käsitellyt solut.  
 
H2O2-pitoisuus pysyi kaikissa käsittelyissä niin alhaisena, ettei sitä käytetyllä menetelmällä (gay 
ym. 1999) pystynyt luotettavasti mittaamaan (eli alle 2 µM). Tulokset tästä eivät ole esillä, sillä 
eri käsittelyiden H2O2-pitoisuutta ei voida vertailla. Alustaan lisätty koniferyylialkoholi ei siis 
aiheuta ainakaan kyseisellä koejärjestelyllä kasvatusalustasta mitattavaa H2O2-pitoisuuden 
nousua. 
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Kuva 16. Kuusi vuorokautta koniferyylialkoholi- (CA) ja/tai kaliumjodidi (KI) –käsiteltyjä, Evans 
blue –värjättyjä BY-2-soluja. Kuolleet solut ovat värjäytyneet sinisiksi ja elävät pysyneet 
värittöminä. Kaikki kuvat on otettu 40 x suurennoksella, ellei toisin ole mainittu. 
Kaliumjodidipitoisuus oli 5 mM. a) 0,09 % asetoni, b) 50 µM CA, c) 500 µM CA, d) 1 mM CA, e) 2 
mM CA f) 2 mM CA, 250 x, g) 0,09 % asetoni + KI, h) 50 µM CA + KI, i) 500 µM CA + KI, j) 1 mM 
CA + KI, k) 2 mM CA + KI ja l) 2 mM CA + KI, 250 x. 
 
  
a) b) c) 
d) e) f) 
g) h) i) 
j) k) l) 
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Kuva 17. Koniferyylialkoholin (CA) (a), sekä CA:n ja 5 mM kaliumjodidin (KI) (b) vaikutus BY-2-
solujen kasvuun. n=2. Tulokset k.a.±keskihajonta. 
  
0
1
2
3
4
5
6
7
ku
iv
ap
ai
n
o
 (
m
g 
/ 
50
0 
µ
l 
so
lu
su
sp
en
si
o
ta
)
käsittely
päivä 0 (ennen käsittelyä) päivä 2 päivä 4 päivä 6 päivä 8
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
ku
iv
ap
ai
n
o
 (m
g 
/ 
50
0 
µ
l 
so
lu
su
sp
en
si
o
ta
)
käsittely
päivä 0 (ennen käsittelyä) päivä 2 päivä 4 päivä 6 päivä 8
a) 
b) 
72 
 
 
 
 
4. TULOSTEN TULKINTAA 
 
 
4.1 ABC-transportterit 
 
Hypoteesi ABC-transportterivälitteisestä monolignolien kuljetuksesta ei saanut tukea 
inhibointikoe- tai bioinformatiikkatuloksistani. Seuraavissa kappaleissa pohdin mahdollisia 
virhelähteitä ja sitä, mistä tulokseni oikein kertovat. 
 
4.1.1 Inhibointi 
ABC-transporttereiden osuutta monolignolien kuljetukseen ligniiniä tuottavilla kuusisoluilla ei 
voitu todistaa. Vanadaatista ja Reversin 121:stä huolimatta solut tuottivat alustaansa 
vaihtelevalla nopeudella useita erilaisia fenyylialaniinista tuotettuja fenoleja sekä niiden 
sokerijohdannaisia. Mitään tuotetuista yhdisteistä ei kuitenkaan voitu tunnistaa varmasti, eikä 
inhibiittoreilla ollut näiden pitoisuuksiin selkeää, toistettavaa vaikutusta. Kuusisolut voivat 
syntetoida fenyylialaniinista myös kumariineja, stilbeenejä ja flavonoideja, joista osa voisi 
varmasti kulkea TLC:llä käytetyssä b:e-ajosysteemissä. A3/85-solujen on kuitenkin todettu 
tuottavan ligniiniä (Simola ym. 1992), joten fenyylialaniinista syntetoitujen yhdisteiden voisi 
ajatella olevan nimenomaan ligniinin tuottoon liittyviä fenoleja. Osa yhdisteistä kulki 
koniferyylialkoholin ja p-kumaryylialkoholin kanssa samalla alueella, joten näitä yhdisteitä 
saattoi hyvin olla näytteessä. Analysointi TLC-levyllä b:e-ajosysteemissä vain ei antanut 
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vaadittavaa erottelukykyä. Ferulahapon kanssa Rf-arvon jakava yhdiste l jäi tunnistamatta 
massaspektrometrian avulla. 
 
Vaikkei ABC-transportterien osuutta kuljetukseen voitukaan todistaa, tulokset eivät kuitenkaan 
sulje tätä mahdollisuutta kokonaan pois. On mahdollista, että käytetyt inhibiittoripitoisuudet 
eivät esimerkiksi olleet riittäviä kuljetuksen estämiseen tai kuusisolut ottivat käyttöönsä jonkin 
vaihtoehtoisen kuljetuskeinon inhibiittorin estäessä kuljetuksen ABC-transportterin kautta. 
Varsinkin vanadaatin ajatellaan olevan inhibiittorina varsin tehokas, mutta on mahdollista, että 
ABC-transporttereiden joukossa on sellaisia, joihin tämäkään inhibiittori ei tehoa. Edellisen 
gradutyöntekijän, Ville Koistisen, tuloksien mukaan vanadaatti on haitallinen A3/85-soluille 
aiheuttaen kuolleiden solujen osuuden kasvua jo alle 1 mM -pitoisuuksissa (Koistinen, 2008), 
joten 10 µM:a suurempaa pitoisuutta ei ollut järkevää käyttää. Vanadaatti inhiboi ABC-
transportterien lisäksi H+-ATPaasia, Ca2+-ATPaasia ja Na+/K+-ATPaasia (Palmgren 2001), joten 
solut voivat kuolla koko aineenvaihdunnan mennessä sekaisin. Toisaalta mikäli ABC-
transportterit kuljettaisivat monolignoleja ja korkea vanadaattipitoisuus estäisi tämän 
kuljetuksen, niin solujen kuolleisuus voisikin johtua solulimaan kertyvistä monolignoleista, jotka 
mahdollisesti ovat myrkyllisiä (Kuva 15b). Mielestäni käytetyillä inhibiittoripitoisuuksilla olisi jo 
pitänyt nähdä jonkinlaisia muutoksia alustan fenolipitoisuuksissa, mikäli fenoleiden 
kuljetuksesta vastaisi ABC-transportteri. 
 
Reversin 121 on kuusisoluille vähemmän haitallinen kuin vanadaatti, mutta se inhiboi vain osan 
ABC-transporttereista. 10 µM Reversin 121 inhiboi lähes kokonaan kolkisiinin kuljetuksen B-
tyypin ABC-transportterien kautta (Sharom ym. 1999). Ehkä kuitenkin vielä korkeampaa 
pitoisuutta oltaisi voitu käyttää inhibiittorin vähäisten haittavaikutusten takia. Kaneda (2008) 
käytti ABC-transportterien inhibointikokeissaan jättipoppelin (Populus trichocarpa) 
varrenpaloilla 50 µM Reversin 121:ä. Hänkään ei tosin havainnut sen vaikuttavan monolignolien 
kuljetukseen (Kaneda 2008). Reversin 121 on dipeptidi. Peptidit eivät diffundoidu solukalvon 
läpi, joten on mahdollista, etteivät inhiboinnin kohteet inhiboituneet. ABC-transportterien 
kuljetuksen kannalta olennaiset alueet sijaitsevat lähtöpuolella ja tässä tapauksessa hypoteesin 
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mukaan solukalvon sisäpuolella. Siksi tulokset Reversin 121:nkään kohdalla eivät olleet täysin B-
tyypin ABC-transportterien osuutta poissulkevia. 
 
Ongelmakohta inhibointikokeiden analysoinnissa oli, ettei kokeilla ollut positiivista kontrollia. 
Esimerkiksi fenyylipropanoidireitin inhibointi radioaktiivisen fenyylialaniinin syötön jälkeen olisi 
antanut karkean kuvan siitä, miltä alustan fenolipitoisuuden kasvun esto näyttäisi. Esimerkiksi 
Kaneda ym. (2008) käyttivät 2-aminoidan-2-fosfonihappoa ja L-α-aminoksy-β-
fenyylipropionihappoa inhiboimaan PAL:a. Vielä hienompaa olisi pystyä inhiboimaan 
fenyylipropanoidireitin loppupäätä, jolloin monolignolien tuotto estettäisiin spesifisesti. Tällöin 
saataisiin helpommin tietoa myös solujen tuottamista fenoleista. Mikäli monolignolien 
kuljetusta vielä jatkossa tutkitaan inhiboimiskokeiden avulla, ehdottaisin tällaisen positiivisen 
kontrollin käyttöä. 
 
Vaikka suorittamani inhibointikokeet jättävätkin pieniä porsaanreikiä, tulokset voidaan tulkita 
myös siten, etteivät ABC-transportterit toimi monolignolien ja muidenkaan A3/85-solujen 
liuosviljelmään erittämien fenolien tai sokerikonjugaattien kuljetuksessa.  
 
4.1.2 Bioinformatiikka 
Myös bioinformatiikkatulokset puhuvat ABC-transportterihypoteesin kannalta karua kieltään. 
Vaikka Ehlting ym. (2005) löysivät lituruoholta lignifikaation muiden geenien ilmentymistä 
vastaavia ABC-transporttereita, ei kuusen ja männyn EST-kirjastojen tarkkailu ja vertailu antanut 
yhtä ilmeisiä tuloksia. Yksi männyltä nimenomaan lignifikoituvassa solukossa ilmenevä ABC-
transportterigeeni (TC83625), jonka tuotteella ei ole kalvoa läpäisevää aluetta (TMD:ä) ei puolla 
ABC-transportterihypoteesia. Tämän löydetyn ABC-proteiinin mahdollisesta toiminnasta 
lignifikaatiossa ei ole vielä tietoa. 
 
Omien tulosteni lisäksi ABC-transportterihypoteesin asettaa kyseenalaiseksi Minako Kaneda 
vuonna 2008 valmistuneessa väitöskirjassaan (University of British Columbia, Vancouver, 
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Canada). Ehltingin ym. (2005) löytämien ABC-tansportteriehdokkaiden mukaan valmistetuilla 
lituruohon mutanteilla ei ollut normaalista poikkeavaa fenotyyppiä (Kaneda, 2008). Toki 
tässäkin kokeessa on otettava huomioon se, että ABC-transportterin puuttuessa monolignolien 
kuljetukseen voidaan ehkä kehittää kiertotie. Kaksois- ja kolmoismutantit olisivat tämän 
vaihtoehdon minimoimiseksi erittäin hyvä vaihtoehto ja ilmeisesti kyseinen tutkimusryhmä tätä 
aikoo yrittääkin. 
 
Myös muita yrityksiä ABC-transportterigeenikandidaattien löytämiselle on tehty. Tohtori Junko 
Takahashi-Schmidt (Helsingin yliopisto) vertaili havupuista jo valmiina olevia mikrosirutuloksia. 
Hän vertaili Pavy ym. (2008) tekemän P. glaucan mikrosirukirjastojen perusteella nuorta 
erilaistuvaa ksyleemiä joko neulas- tai nilakirjastoon. Samoin tehtiin P. taedan 
mikrosirukirjastoille (Yang ym. 2004). Eroja mikrosirutiedoissa oli mahdollista verrata toisiinsa 
tarkemmin, jolloin jopa alle kaksinkertaiset erot saatiin esille. Tähän käytettiin tilastotieteen 
erityistä B-arvoa, joka ollessaan yli nolla osoittaa kirjastojen poikkeavan tilastollisesti toisistaan 
(Lönnstedt ja Speed 2002). Vertailulla löydettiinkin kahdeksan ABC-transportteriehdokasgeeniä, 
joista kolme kuului ryhmään B. Tämän ryhmän ABC-transportterit olivat niitä, jotka 
todennäköisimmin voisivat toimia monolignoleiden kuljetuksessa (kappale 1.7.3). Kaksi näistä 
kolmesta B-ryhmän ABC-transportterista olivat itseasiassa Ehltingin ym. (2005) löytämiä ligniinin 
biosynteesiä ilmenemisellään seurailevia geenejä. ABC-tansportterit voivat kuitenkin olla 
mukana myös auksiinin kuljetuksessa (Geisler ja Murphy, 2006). Siten joidenkin ABC-
transportterigeenien voitaisiin periaatteessa ajatella ilmenevän enemmän puuosan 
ulkopuolella. Mikäli yritykset ABC-transportterin osuuden todistamiseksi eivät tuota tulosta, 
täytyy harkita muita vaihtoehtoja, kuten MATE-tyypin transportterien osuutta monolignolien 
kuljetuksessa. 
 
 
4.2 Koniferyylialkoholi vs. solu 
 
A3/85-soluilla ei voitu nähdä koniferyylialkoholin vaikutusta solujen elävyyteen, mutta toisaalta 
tätä ei testattu useita päiviä kestävällä kokeella. BY-2-soluille ulkoisesti lisätty koniferyylialkoholi 
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taas aiheutti lignifikaatiota, kuolleisuutta ja kasvun vähenemistä. Seuraavissa kappaleissa 
käsittelen BY-2-soluja testattessa saatuja tuloksia ja sitä, mitä ne tarkoittavat. 
 
4.2.1 BY-2-solujen lignifikaatio 
Koniferyylialkoholi aiheutti BY-2-solujen lignifikaatiota. Floroglusiinivärjäyksen perusteella 2 mM 
koniferyylialkoholilla käsiteltyjen solujen soluseiniin ilmestyy ligniiniä tai sen kaltaista yhdistettä. 
Vaikka koeputkiligniiniä on valmistettu ja erinäiset liuosviljelmäsolut (kuten kuusi) on saatu 
tuottamaan ligniiniä vasteena esimerkiksi stressiin (Lange ym. 1995), ei tällaista 
monolignolilisäyksen suoraan aiheuttamaa lignifikaatiota olla ennen havaittu tai edes testattu. 
Havainto ei kuitenkaan ollut täysin odottamaton, sillä polymerointi voi tapahtua pelkän H2O2:n 
ja peroksidaasien avulla. BY-2-solukko ei normaalisti tuota paljon H2O2:a, mutta joissain 
tilanteissa – kuten vasteena elisittorikäsittelyyn – sitä kuitenkin tuotetaan (Simon-Plas ym. 
1997). BY-2-solujen ja H2O2:n suhdetta on tutkinut muun muassa de Pinto ym. (2006).  
 
Ligniiniä tuottava A3/85-solukko tuottaa H2O2:a (Kärkönen ym. 2009), joten ajatuksena oli, että 
myös lisätyn koniferyylialkoholin avulla lignifikoituvat BY-2-solut tuottaisivat alustaansa H2O2:a. 
Pitoisuudessa ei kuitenkaan nähty muutoksia ksylenolioranssimenetelmällä mitattaessa. 
Ksylenolioranssimenetelmä ei mittaa kovin alhaisia H2O2-pitoisuuksia, joten pienet muutokset 
alustan ja varsinkin soluseinien pitoisuuksissa ovat täysin mahdollisia. Mielenkiintoista olisi 
tietää myös BY-2-solujen peroksidaaseista ja niiden toiminnasta vasteena 
koniferyylialkoholikäsittelyyn. On mahdollista, että vaikkei H2O2-pitoisuus alustassa nousekaan, 
peroksidaasiaktiivisuus niin tekee. Itseasiassa H2O2:han kuluu hapettaessaan monolignoleja, 
joten on mahdollista, että BY-2-solut tuottavat sitä vasteena koniferyylialkoholikäsittelyyn, 
mutta kaikki tuotettu H2O2 kuluu hapetus-pelkistysreaktioissa. 
 
BY-2-solujen lignifikoitumiseen kuitenkin tarvitaan selkeästi H2O2:a, sillä poistettaessa H2O2 
kaliumjodidilla koniferyylialkoholi ei saa aikaan lignifikaatiota. Tulos on yhteneväinen kuusen 
A3/85-liuosviljelmällä tehtyjen kokeiden kanssa, jossa kaliumjodidi estää ligniinin tuoton 
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liuokseen (Kärkönen ym. 2002). Samoin käy ligniiniä tuottavan Pinus taedan liuosviljelmässä 
(Nose ym. 1995). Siten juuri H2O2 BY-2-solujen soluseinissä aiheutti ligniinin muodostuksen 
vasteena koniferyylialkoholilisäykseen. Seinien lignifikoitumisen lisäksi alustan sameneminen 
(Kuva 11) voi olla tulosta samanlaisesta polymeerin synnystä alustaan kuin esimerkiksi A3/85-
solukolla. 
 
4.2.2 BY-2-solujen kuolema 
Kun koniferyylialkoholin aiheuttaman lignifikaation tuoma ongelma oli poistettu 5 mM 
kaliumjodidilla, niin pelkän koniferyylialkoholin selkeästi tappava vaikutus saatiin esille (Kuva 
15b). Näyttää siltä, että väite koniferyylialkoholin myrkyllisyydestä voi pitää paikkansa. On 
kuitenkin vielä epäselvää, pääsekö ulkoisesti liuokseen lisätty koniferyylialkoholi solun sisään. 
Mielestäni koniferyylialkoholin diffundoituminen solukalvon läpi on täysin mahdollista. 
Esimerkiksi korkein, 2 mM, pitoisuus alustassa tekee jo erittäin suuren pitoisuuseron solukalvon 
eri puolille, sillä ligniiniä tuottamattomien BY-2-solujen solukalvon sisäpuolella ei oletettavasti 
ole koniferyylialkoholia. Vaikkei diffuusio olisikaan tehokasta, niin tällainen pitoisuusero jo ehkä 
saisi pienen osan koniferyylialkoholista päätymään solulimaan. Solulimassa se voisi olla 
haitallinen vielä tuntemattomasta syystä. 
 
Toinen mahdollisuus on, että koniferyylialkoholi aiheuttaa BY-2-soluilla PCD:n. Kuten jo 
johdannossa esittelin, lignifikoitumisen yhteydessä tapahtuu kasvisoluilla usein PCD. Sen säätely 
on tiukasti yhteydessä lignifikaation säätelyyn (Dettmer ym. 2009). Pääsäätelijöinä toimivat 
hormonit ja näiden indusoimat transkriptiofaktorit. Sekä lignifikaation että PCD:n säätely 
tapahtuu todennäköisesti pääasiassa ”ylhäältä käsin”. Mutta koska nämä kaksi kuitenkin 
tapahtuvat toisiinsa nähden hyvin lukkoonlyödyn aikaikkunan sisällä (Groover ym. 1997), olisi 
mielekästä ajatella, että nämä kaksi säätelevät myös toisiaan. Koska lignifikaatio on soluseinän 
valmistumisen viimeinen vaihe ja PCD tapahtuu tämän jälkeen, voisi nimenomaan lignifikaation 
etenemisen ajatella jollain tavoin säätelevän PCD:n aloitusta. Lignifikoitumisenhan tiedetään 
säätelevän itse itseään. Fenyylipropanoidireitin tuotteiden tiedetään säätelevän 
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fenyylipropanoidireittiä ja esimerkksi trans-koniferyylialkoholi säätelee negatiivisesti PAL:a 
(Chen ym. 2005). Näiden osallisuudesta PCD:n säätelyyn ei ole tietoa. 
 
Kasvisoluilla voidaan PCD:n yhteydessa joskus nähdä protoplastin rutistumista (van Doorn ja 
Woltering, 2005), jota nähtiin myös pelkällä koniferyylialkoholilla tai sekä koniferyylialkoholilla 
että kaliumjodidilla käsitellyissä soluissa (Kuva 16f ja l). Protoplastin rutistuminen ei kuitenkaan 
yksin ole merkki PCD:stä. Koshiba ym. (2009) testasivat, oliko BY-2-solujen boorin puuttesta 
johtuva kuolema PCD. He havaitsivat, että BY-2-solujen protoplastit kyllä rutistuivat solujen 
kuollessa (artikkelin kuva 1), mutta mitään muuta merkkiä (DNA:n pilkkoutumista, 
askorbaattiperoksidaasin tuottoa tai proteiinisynteesin inhibition aiheuttamaa kuoleman estoa) 
PCD:stä ei havaittu. On hyvin mahdollista, että kokeissani BY-2-solut eivät vain kestäneet 
koniferyylialkoholia, eikä kyse ole PCD:stä.  
 
PCD:n mahdollisuutta pitäisi mielestäni testata, sillä myös PCD:n säätely on puusolujen kannalta 
äärimmäisen tärkeää. Tätä voitaisiin helposti testata Koshiban ym. (2009) käyttämillä 
menetelmillä. Koniferyylialkoholin osallisuus PCD:n säätelyyn avaisi puutumisen tutkimukseen 
aivan uusia näkökulmia. Tuloksiani tarkasteltaessa on kuitenkin muistettava, etteivät BY-2-solut 
ole kehityksellisesti siinä vaiheessa, että ne olisivat alttiita lignifikaatioon liittyvälle PCD:lle. 
Vaikka aidossa lignifikoituvassa solussa PCD:n ja lignifikaation välillä olisi säätelyä, on hyvin 
kyseenalaista, voisiko ainoastaan lignifikaatio laukaista PCD:n. On mahdollista, että tällaista 
lignifikaatiotyypillistä PCD:ä varten solun tulisi köydä läpi tietty kaavoitus-signalointireitti, jonka 
tuloksena solu olisi otollinen PCD-säätelyn kohde.  
 
Koniferyylialkoholin vaikutuksia voitaisiin tutkia A3/85-soluilla, joilla on luotainen taipumus 
lignifikaatioon ja todennäköisesti myös PCD:hen. Näiden solujen koniferyylialkoholivaste kertoisi 
varmasti enemmän nimenomaan mahdollisesta osallisuudesta säätelyyn kuin mitä BY-2-solujen 
vaste kertoo. PCD:n ja lignifikaation vuorovaikutukselle ei kuitenkaan ole vielä minkaanlaisia 
todisteita, joten ehdotukseni jää vielä toistaiseksi odottamaan näitä lisätutkimuksia.  
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Koniferyylialkoholi aiheutti yleensä BY-2-solujen lignifikaatiota, kasvun estoa ja kuolemaa 
korkeassa pitoisuudessa. 500 µM koniferyylialkoholin vaikutus oli kuitenkin yllättävä. 
Kaliumjodidi aiheuttaa BY-2-soluissa epänormaalia morfologiaa (Kuvat 16g–l), kasvun estoa 
(Kuvat 13 ja 17b) sekä korkeaa kuolleisuutta (Kuvat 14 ja 15b), joka todennäköisesti aiheutuu 
normaalin H2O2-aineenvaihdunnan härinnästä. 500 µM koniferyylialkoholi suojasi näiltä 
vaikutuksilta jossain määrin toisin kuin muut koniferyylialkoholipitoisuudet. Syy tähän on 
epäselvä. Yksi ajatus oli H2O2-pitoisuuden nousu vasteena juuri 500 µM käsittelylle. 
Ksylenolioranssimenetelmällä tätä ei kuitenkaan voitu todeta. Kuten jo mainitsin, tämä 
menetelmä ei mittaa kovin alhaisia pitoisuuksia ja soluseinässä H2O2:a saattaa aivan hyvin 
ollakin muita käsittelyjä enemmän. 5 mM kaliumjodidin ja 500 µM koniferyylialkoholin 
yhteisvaste oli kuitenkin hyvin mielenkiintoinen ja asia vaatii lisäselvityksen. Lisäselvitys voisi 
pitää sisällään H2O2-pitoisuuden tarkemman mittauksen jollain herkemmällä menetelmällä. 
 
4.3 Tulevaisuuden tutkimusaiheet 
 
Tulevaisuudessa kannattaisi tarkkailla muidenkin transporttereiden kuin ABC-tyyppisten 
osallisuutta monolignolien kuljetukseen Itse ehdottaisin MATE-transportterien lähempää 
tarkastelua. BY-2-solut taas antoivat mielenkiintoisia tuloksia vasteena 
koniferyylialkoholikäsittelyihin, mutta nämä tulokset pitäisi varmistaa toistoilla. Lisäksi 
mahdollisen PCD:n osallisuus pitäisi todentaa tai sulkea pois. Koniferyylialkoholin diffuusiota 
olisi taas mielestäni hyvä tutkia ja tämä tutkimus toteuttaa mielellään ligniiniä tuottamattomien 
BY-2-solujen protoplasteilla ja radioaktiivisella koniferyylialkoholilla. Käytettäessä ligniiniä 
tuottamatonta solukkoa päästään todennäköisesti eroon siitä ongelmasta, että solu itse 
kuljettaisi monolignoleja ulos solusta (mikä voi olla tilanne esimerkiksi A3/85-solujen kohdalla). 
 
Kokonaisudessaan monolignolien kuljetus, lignifikaatio, sen säätely ja vasteet ovat 
mielenkiintoinen tutkimuskenttä. Näiden eri osa-alueiden yhdisteleminen toisiinsa tuottaa 
varmasti tulevaisuudessa tärkeää perustietoa ja sitä kautta jopa apua mahdollisiin puun 
hyödyntämisen käytännöllisiin ongelmiin.  
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ideoita ja kommentteja, mistä kiitos heille. 
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ystävilleni Eijalle ja Vuokolle siitä, että he ymmärtävät suklaan ja tanssin arvon sekä Martalle 
esimerkin näyttämisestä. Kiitos ”kuusaaremmille” lukuisista virkistävistä tuppaantumisista 
opiskelija-asuntoomme. Kiitos siskolleni Tuulille ihanista leivonnaisista ja korvaamattomista 
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81 
 
 
 
 
5. LÄHTEET 
 
 
Ameisen JC (2002). The origin, evolution, and nature of programmed cell death: a timeline of 
four billion years. Cell Death and Differentiation. 9:367-393. 
 
Bao W, O'Malley DM, Whetten R ja Sederoff RR (1993). A laccase associated with lignification 
in loblolly pine xylem. Science. 260:672–674. 
 
Boerjan W, Ralph J ja Baucher M (2003). Lignin Biosynthesis. Annual Review in Plant Biology. 
54:519–46. 
 
Boija E ja Johansson G (2006). Interactions between model membranes and lignin-related 
compounds studied by immobilized liposome chromatography. Biochimica et Biophysica Acta. 
1758:620–626. 
 
Boija E, Lundquist A, Edwards K ja Johansson G (2007). Evaluation of bilayer disks as plant cell 
membrane models in partition studies. Analytical Biochemistry. 364:145–152. 
 
Chen M-J, Vijakumar V, Lu B-W1, Xia B ja Li N (2005). Cis- and trans-cinnamic acids have 
different effects on the catalytic properties of Arabidopsis phenylalanine ammonia lyases PAL1, 
PAL2, and PAL4. Journal of Integrative Plant Biology. 47:67−75. 
 
82 
 
Davin LB, Wang H-B, Crowell AL, Bedgar DL, Martin DM, Sarkanen S ja Lewis NG (1997). 
Stereoselective bimolecular phenoxy radical coupling by an auxiliary (dirigent) protein without 
an active center. Science. 275:362–366. 
 
de Pinto MC, Paradiso A, Leonetti P ja De Gara L (2006). Hydrogen peroxide, nitric oxide and 
cytosolic ascorbate peroxidase at the crossroad between defence and cell death. The Plant 
Journal. 48:784–795. 
 
Dettmer J, Elo A ja Helariutta Y (2009). Hormone interactions during vascular development. 
Plant Molecular Biology. 69:347–360. 
 
Donaldson LA (2000). Lignification and lignin topochemistry — an ultrastructural view. 
Phytochemistry. 57:859–873. 
 
Ehlting J, Mattheus N, Aeschliman DS,  LiE, Hamberger B, Cullis IF, Zhuang J, Kaneda M, 
Mansfield SD, Samuels L, Ritland K, Ellis BE, Bohlmann J ja Douglas CJ (2005). Global transcript 
profiling of primary stems from Arabidopsis thaliana identifies candidate genes for missing links 
in lignin biosynthesis and transcriptional regulators of fiber differentiation. The Plant Journal. 
42:618–640. 
 
Fagerstedt K, Pellinen K, Saranpää P ja Timonen T (2005). Mikä puu – mistä puusta? 
Yliopistopaino Kustannus. 184s. 
 
Fergus BJ ja Goring DAI (1970). The location of guaiacyl and syringyl lignins in birch xylem tissue. 
Holzforschung. 24:113–17. 
 
Freudenberg K ja Harkin JM (1963). The glucosides of cambial sap of spruce. Phytochemistry. 
2:189-193. 
 
83 
 
Fry SC (2000). The growing cell wall: chemical and metabolic analysis. The Blackburn Press. 333 
s. 
 
Fukuda H (2000). Programmed cell death of tracheary elements as a paradigm in plants. Plant 
Molecular Biology. 44: 245–253. 
 
Gay C, Collins J ja Gebicki JM (1999). Hydroperoxide assay with the ferric-xylenol orange 
complex. Analytical Biochemistry. 273:149–155. 
 
Geisler M ja Murphy AS (2006). The ABC of auxin transport: The role of p-glycoproteins in plant 
development. FEBS Letters. 580:1094–1102. 
 
Goodman CD, Casati P ja Walbot V (2004). A multidrug resistance–associated protein Involved 
in anthocyanin transport in Zea mays. The Plant Cell. 16:1812–1826. 
 
Gordon JA (1991). Use of vanadate as protein-phosphotyrosine phosphatase inhibitor. Methods 
in Enzymology. 201:477–482. 
 
Green MA ja Fry SC (2005). Apoplastic degradation of ascorbate: novel enzymes and 
metabolites permeating the plant cell wall. Plant Biosystems. 139:2–7. 
 
Groover A, DeWitt N, Heidel A ja Jones A (1997). Programmed cell death of plant tracheary 
elements differentiating in vitro. Protoplasma. 196:197-211. 
 
Harkin JM ja Obst JR (1973). Lignification in trees: indication of exclusive peroxidase 
participation. Science. 180:296–298. 
 
Hatfield R ja Vermerris W (2001). Lignin formation in plants. The dilemma of linkage specificity. 
Plant Physiology. 126:1351–1357. 
84 
 
Higgins CF ja Linton KJ (2004). The ATP switch model for ABC transporters. Nature Structural 
and Molecular Biology. 11:918-926. 
 
Hisano H, Nandakumar R ja Wang Z-Y (2009). Genetic modification of lignin biosynthesis for 
improved biofuel production. In Vitro Cellular & Developmental Biology — Plant. 45:306–313. 
 
Hosokawa M, Suzuki S, Umezawa T ja Sato Y (2001). Progress of lignification mediated by 
intercellular transportation of monolignols during tracheary element differentiation of isolated 
zinnia mesophyll cells. Plant & Cell Physiology. 42:959–968. 
 
Kaneda M (2008). Elucidation of secondary cell wall secretion mechanisms of Arabidopsis 
thaliana, poplar (Populus deltoides x P. trichocarpa) and pine (Pinus contorta).                          
PhD thesis, University of British Columbia, Vancouver, Canada. 173 s. 
https://circle.ubc.ca/handle/2429/3341.  
 
Kaneda M, Rensing KH, Wong JCT, Banno B, Mansfield SD, Samuels AL (2008). Tracking 
monolignols during wood development in lodgepole pine. Plant Physiology. 147: 1750-1760. 
 
Koistinen VVT (2008). Monolignolien kuljetusmekanismit solulimasta apoplastiseen tilaan 
puutuvissa soluissa. Pro gradu. Helsingin yliopisto, Bio- ja ympäristötieteiden laitos. 71 s. 
 
Koshiba T, Kobayashi M ja Matoh T (2008). Boron nutrition of tobacco BY-2 cells. V. Oxidative 
damage is the major cause of cell death induced by boron deprivation. Plant & Cell Physiology. 
50:26–36.  
 
Koutaniemi S (2007). Lignin biosynthesis in Norway spruce: from a model system to the tree. 
Dissertationes bioscientiarum molecularium Universitas Helsingiensis in Viikki: 28. 75s. 
ethesis.helsinki.fi. 
 
85 
 
Kubo M, Udagawa M, Nishikubo N, Horiguchi G, Yamaguchi M, Ito J, Mimura T, Fukuda H ja 
Demura T. (2005). Transcription switches for protoxylem and metaxylem vessel formation. 
Genes & Development. 19:1855–1860. 
 
Kuriyama H ja Fukuda H (2002). Developmental programmed cell death in plants. Current 
Opinion in Plant Biology. 5:568–573. 
 
Kärkönen A, Koutaniemi S, Mustonen M, Syrjänen K, Brunow G, Kilpeläinen I, Teeri TH ja 
Simola LK (2002). Lignification related enzymes in Picea abies suspension cultures. Physiologia 
Plantarum. 114:343–353. 
 
Kärkönen A, Warinowski T, Teeri TH, Simola LK ja Fry SC (2009). On the mechanism of 
apoplastic H2O2 production during lignin formation and elicitation in cultured spruce cells—
peroxidases after elicitation. Planta. 230:553–567. 
 
Lange BM, Lapierre C ja Sandermann Jr H (1995). Elicitor-induced spruce stress lignin. Plant 
Physiology. 108:1277–1287. 
 
Lönnstedt I ja Speed T (2002). Replicated microarray data. Statistica Sinica. 12:31-46. 
 
Marin E, Divol F, Bechtold N, Vavasseur A, Nussaume L ja Forestier C (2006). Molecular 
characterization of three Arabidopsis soluble ABC proteins which expression is induced by 
sugars. Plant Science. 171:84–90. 
 
Motose H, Sugiyama M ja Fukuda H (2004). A proteoglycan mediates inductive interaction 
during plant vascular development. Nature. 429:873–878. 
 
86 
 
Moura JCMS, Bonine CAV, Viana JDF, Dornelas MC ja Mazzafera P (2010). Abiotic and biotic 
stresses and changes in the lignin content and composition in plants. Journal of Integrative Plant 
Biology. 52:360–376. 
 
Murashige T ja Skoog F (1962). A reversed medium for rapid growth and bio assays with 
tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum. 15:473–497. 
 
Nakashima J, Awano T, Takabe K, Fujita M ja Saiki H (1997). Immunocytochemical localization 
of phenylalanine ammonia-lyase and cinnamyl alcohol dehydrogenase in differentiating 
tracheary elements derived from zinnia mesophyll cells. Plant & Cellular Physiology. 38:113-123. 
 
Nose M, Bernards MA, Furlan, M, Zajicek J, Eberhardt TL ja Lewis NG (1995). Towards the 
specification of consecutive steps in macromoleculat lignin assembly. Phytochemistry. 39:71–
79. 
 
Obeng-Ofori D ja Reichmuth CH (1997). Bioactivity of eugenol, a major component of essential 
oil of Ocimum suave (Wild.) against four species of stored-product Coleoptera. International 
Journal of Pest Management. 43:89–94. 
 
Palmgren MG (2001). Plant plasma membrane H+-ATPases: Powerhouses for nutrient uptake. 
Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology. 52:817–845. 
 
Pavy N, Boyle B, Nelson C, Paule C, Giguère I, Caron S, Parsons LS, Dallaire N, Bedon F, Bérubé 
H, Cooke J ja Mackay J (2008). Identification of conserved core xylem gene sets: conifer cDNA 
microarray development, transcript profiling and computational analyses. New Phytologist. 
180:766–786. 
 
Ralph J, Peng J, Lu F, Hatfield RD ja Helm RF (1999). Are Lignins Optically Active? Journal of 
Agricultural and Food Chemistry. 47:2991-2996. 
87 
 
Rea PA (2007). Plant ATP-binding cassette transporters. Annual Review of Plant Biology. 
58:347–75. 
 
Ro DK, Mah N, Ellis BE ja Douglas CJ (2001). Functional characterization and subcellular 
localization of poplar (Populus trichocarpa x Populus deltoides) cinnamate 4-hydroxylase. Plant 
Physiology. 126:317–329. 
 
Sánchez-Fernández R, Davies TGE, Coleman JOD ja Rea PA (2001). The Arabidopsis thaliana 
ABC protein superfamily, a complete inventory. The Journal of Biological Chemistry. 276:30231–
30244. 
 
Samuels AL, Rensing KH, Douglas CJ, Mansfield SD, Dharmawardhana DP ja Ellis BE (2002). 
Cellular machinery of wood production: differentiation of secondary xylem in Pinus contorta 
var. latifolia. Planta. 216:72–82. 
 
Sharom FJ, Yu X, Lu P, Liu R, Chu JWK, Szabo K, Müller M, Hose CD, Monks A, Váradi A, Seprôdi 
J ja Sarkadi B (1999). Interaction of the P-glycoprotein multidrug transporter (MDR1) with high 
affinity peptide chemosensitizers in isolated membranes, reconstituted systems, and intact 
cells. Biochemical Pharmacology. 58:571–586. 
 
Simola LK, Lemmetyinen J ja Santanen A (1992). Lignin release and photomixotrophism in 
suspension cultures of Picea abies. Physiologia Plantarum. 84:374–379. 
 
Simola LK ja Santanen A (1990). Improvement of nutrient medium for growth and 
embryogenesis of megagamethophyte and embryo callus lines of Picea abies. Physiologia 
Plantarum. 80:27–35. 
 
88 
 
Simon-Plas F, Rusterucci C, Milat M-L, Humbert C, Montillet J-L ja Blein J-P (1997). Active 
oxygen species production in tobacco cells elicited by cryptogein. Plant, Cell and Environment. 
20:1573–1579. 
 
Stekel DJ, Git Y ja Falciani F (2000). The comparison of gene expression from multiple cDNA 
libraries. Genome Research. 10:2055–2061. 
 
Street HE (1977). Plant tissue and cell culture. Blackwell Scientific Publications. 2nd edition. 614s. 
 
Syrjanen K, Brunow G (2000). Regioselectivity in lignin biosynthesis: the influence of 
dimerization and crosscoupling. Journal of the Chemical Society, Perkin Transactions I. 1:183–
187. 
 
Takabe K, Takeuchi M, Sato, T, Ito M ja Fujita M (2001). Immunocytochemical localization of 
enzymes Involved in lignification of the cell wall. Journal of Plant Research. 114: 509-515. 
 
van Doorn WG ja Woltering EJ (2005). Many ways to exit? Cell death categories in plants. 
Trends in Plant Science. 10:117–122. 
 
Verrier PJ, Bird D, Burla B, Dassa E, Forestier C, Geisler M, Klein M, Kolukisaoglu Ü, Lee Y, 
Martinoia E, Murphy A, Rea PA, Samuels L, Schulz B, Spalding EJ, Yazaki K ja Theodoulou FL 
(2008). Plant ABC proteins – a unified nomenclature and updated inventory. Trends in Plant 
Science. 13:151–159. 
 
Whetten R ja Sederoff R (1995). Lignin biosynthesis. The Plant Cell. 7:1001-1013. 
 
Winkel-Shirley B (1999). Evidence for enzyme complexes in the phenylpropanoid and flavonoid 
pathways. Physiologia Plantarum. 107:142–149. 
 
89 
 
Yamamoto R, Demura T ja Fukuda H (1997). Brassinosteroids induce entry into the final stage 
of tracheary element differentiation in cultured Zinnia cells. Plant & Cellular Physiology. 38:980–
983. 
 
Yang S-H, van Zyl L, Noa E-G, Loopstra CA (2004). Microarray analysis of genes preferentially 
expressed in differentiating xylem of loblolly pine (Pinus taeda). Plant Science. 166:1185–1195. 
 
Yazaki K (2006). ABC transporters involved in the transport of plant secondary metabolites. 
FEBS Letters. 580:1183–1191. 
 
Yazaki K, Sugiyama A, Morita M ja Shitan N (2008). Secondary transport as an efficient 
membrane transport mechanism for plant secondary metabolites. Phytochemistry Reviews. 
7:513–524. 
 
Önnerud H, Zhang L, Gellerstedt G ja Henriksson G (2002). Polymerization of by redox shuttle–
mediated enzymatic oxidation: A new model in lignin biosynthesis I. The Plant Cell. 14:1953–
1962. 
 
